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Prionerkrankungen gehören neben der Alzheimer-Erkrankung (AD) und der Parkinson-
Erkrankung (PD) zu den neurodegenerativen Erkrankungen des zentralen Nerven-
systems (ZNS), die durch eine Ablagerung fehlgefalteter Proteine im Gehirn gekenn-
zeichnet sind (Taylor et al. 2002). Im Gegensatz zur AD und PD sind Prionerkrankun-
gen durch lange Inkubationszeiten und einen akuten Krankheitsverlauf gekenn-
zeichnet. Darüber hinaus sind Prionerkrankungen übertragbar und werden aufgrund 
ihrer Transmissibilität und dem typischen histopathologischen Erscheinungsbild des 
Hirngewebes in Form von schwammartiger Vakuolenbildung auch Transmissible 
Spongiforme Enzephalopathien (TSE) genannt. Charakteristisch ist die Fehlfaltung 
eines physiologisch vorkommenden Proteins, des zellulär exprimierten Prionproteins 
PrPC (englisch: cellular prion protein). 
Prionerkrankungen treten sowohl bei Tieren als auch beim Menschen auf. Die bekann-
testen Formen im Tier sind die Bovine Spongiforme Encephalopathie (BSE) beim Rind 
und Scrapie beim Schaf (siehe Tabelle 1). Letztere ist seit über 200 Jahren bekannt 
und namensgebend für die pathogene Form des Prionproteins, PrPSc (englisch: scra-
pie prion protein). Neben der hereditären Gerstmann-Sträussler-Scheinker Erkrankung 
(GSS) und der Fatalen Familiären Insomnie (FFI) ist die im Menschen bekannteste 
Prionerkrankung die Creutzfeldt-Jakob Erkrankung (CJD), die 1920 erstmals beschrie-
ben wurde (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921). Die CJD wird unterschieden in eine spo-
radische (sCJD), familiäre (fCJD), iatrogene (iCJD) und neue Variante (vCJD), wovon 
sCJD die häufigste Form ist und weltweit gleichmäßig verteilt auftritt.  
Insgesamt zählen die CJDs mit einer Inzidenz von eins zu einer Million pro Jahr und 
Einwohner zu den seltenen Erkrankungen. Der Krankheitsbeginn und die Krankheits-
dauer variieren je nach Form der CJD. Der durchschnittliche Krankheitsbeginn reicht 
von einem Alter von 26 Jahren (vCJD) bis 65 Jahren (sCJD) mit einer Krankheitsdauer 
von 4 Monaten (sCJD) bis 13 Monaten (vCJD) (Macfarlane et al. 2007). Als Ursache 
für hereditäre Prionerkrankungen (GSS, fCJD, FFI) sind derzeit über 20 verschiedene 
Mutationen des Prion-Protein-Gens (PRNP) bekannt, die autosomal dominant vererbt 
werden und in zwei verschiedene Gruppen unterteilt werden können: Punktmutationen 
oder Insertionen (Collinge 2001). Die durch Infektion erworbene vCJD trat erstmals 
1996 auf und wird in engem Zusammenhang mit der 1986 aufkommenden BSE Krise 




Prionerkrankungen beim Menschen 
Krankheitsbezeichnung Wirt Wahrscheinliche Ätiologie 
sCJD Mensch Spontane Konversion von PrP
C
 in 
PrPSc oder somatische Mutation 
fCJD Mensch Mutation im PRNP Gen 
iCJD Mensch Erworben durch Infektion mit Prionen humaner Herkunft 
vCJD Mensch Erworben durch Infektion mit BSE 
FFI Mensch Mutation im PRNP Gen 
GSS Mensch Mutation im PRNP Gen 
Prionerkrankungen im Tier 
Krankheitsbezeichnung Wirt Wahrscheinliche Ätiologie 
BSE Rind Erworben durch Infektion mit Prionen 
unbekannter Herkunft 
Scrapie Schaf Erworben durch Infektion mit Prionen 
unbekannter Herkunft 
 
Alle Formen der Prionerkrankungen zeichnen sich durch eine lange Inkubationszeit 
aus, welche im Tiermodell sowie in der vCJD und in einigen Fällen der sCJD durch 
eine PrPSc Akkumulation im lymphatischen Gewebe, insbesondere der Milz, gekennzei-
chnet sind (Roettger et al. 2012). Diese lymphatische Akkumulation geht mit keinerlei 
erkennbarer Symptomatik einher. Klinisch manifestiert wird die Erkrankung erst nach 
Invasion des ZNS (Roettger et al. 2012). 
Charakteristische neuropathologische Merkmale der Prionerkrankungen sind eine 
schwammartige Vakuolisierung des ZNS, ein starker neuronaler Zelluntergang verbun-
den mit einer Gliazell-Aktivierung (Astrogliose) und der pathologischen Ablagerung des 
Prionproteins (Budka 2003). Das klinische Bild wird bestimmt durch einen rasch pro-
gredienten Abbau der kognitiven Fähigkeiten und Störungen des motorischen Systems 
(Ataxien und Myoklonien).  
 
Tabelle 1: Ätiologie wichtiger Prionerkrankungen beim Menschen und in Tieren.  
Sporadische (s), familiäre (f), iatrogene (i) und variante (v) Creutzfeldt-Jakob Erkrankung (CJD), Fatale 
Familiäre Insomnie (FFI), Gerstmann-Sträussler-Scheinker Erkrankung (GSS), Bovine Spongiforme Ence-




1.1.1 Hypothesen zur Pathogenese von Prionerkrankungen 
Nach der „Protein-Only“-Hypothese von J. S. Griffith wird die Prionerkrankung, nicht 
wie zuerst angenommen, durch ein „langsames Virus“, sondern durch ein sich replizie-
rendes Protein verursacht (Griffith 1967). Dass es sich beim Prionprotein um ein kör-
pereigenes Protein handelt, wurde nicht zuletzt durch das Fehlen einer Immunantwort 
während der Erkrankung bestätigt. Nach dem heutigen Wissensstand wird die Krank-
heit durch das Fehlfalten und die anschließende Akkumulation des körpereigenen Pri-
onproteins PrPC in die pathogene Form PrPSc verursacht (Cohen 1999). Der genaue 
Mechanismus des Umfaltungsprozesses von PrPC zu PrPSc konnte bis heute nicht ein-
deutig geklärt werden. Auf Grundlage verschiedener Studien haben sich jedoch drei 
Modelle für diesen Umwandlungsprozess entwickelt. Das sogenannte Umwandlungs-
modell besagt, dass die Konformationsänderung von PrPC zu PrPSc kinetisch kontrol-
liert ist und sehr hohe Aktivierungsenergien für diesen Prozess benötigt werden. 
Dadurch findet die Umwandlung zunächst nicht spontan statt. Erst die direkte Interakti-
on mit exogen eingeführtem PrPSc induziert die Umwandlung von PrPC zu PrPSc 
(Caughey et al. 1995; Rigter et al. 2010). Bei dem Modell der Keimbildung geht man 
davon aus, dass sich PrPC in geringem Maße spontan zu PrPSc umformt und ein ther-
modynamisches Äquilibrium entsteht, mit einer starken Favorisierung in Richtung von 
PrPC (Weissmann 2004). Erst wenn die zunächst instabilen monomeren PrPSc Molekü-
le sich in Form von kristallähnlichen Keimen zusammenlagern, werden sie stabilisiert. 
Die so entstehenden Keime können dann wiederum erneut PrPC rekrutieren und in 
PrPSc konvertieren, wodurch das Gleichgewicht in Richtung des pathogenen Konfor-
mers verschoben wird. Ein weiteres Modell besagt, dass ein noch unbekannter Ko-
Faktor (Ko-Faktor X, zum Beispiel Chaperone) an dem Umwandlungsprozess beteiligt 
ist, um die Konversion von PrPC zu PrPSc zu begünstigen (Soto 2004; Diaz-Espinoza et 
al. 2012).  
Der genaue Mechanismus des Umfaltungsprozesses ist bis heute noch nicht abschlie-
ßend geklärt. 
 
1.1.2 Physiologisches Vorkommen und Funktion von PrPC 
Das physiologische zelluläre Prionprotein PrPC ist ein unter Säugetieren hoch konser-
viertes 33-35 kDa großes endogenes Glykoprotein, welches durch einen C-terminalen 
Glykosyl-Phosphoinositol (GPI) Anker an der Zelloberfläche befestigt und dort an so-
genannten „Lipidrafts“ lokalisiert ist (Taylor et al. 2006). Die PrPC Expression ist im 
Körper weit verbreitet: das Protein wird in der Skelettmuskulatur, den Nieren, dem 
Herz, den sekundär lymphatischen Organen sowie im ZNS exprimiert (Aguzzi et al. 




ten zu finden. In peripheren Regionen ist PrPC in Lymphozyten und in hohem Maß in 
follikulären dendritischen Zellen (FDSs) exprimiert (Mabbott et al. 2006).  
Die physiologische Funktion von PrPC ist bis heute nicht vollständig geklärt. Die unter-
schiedliche Verteilung der Expressionslevel geben jedoch erste Hinweise auf die phy-
siologische Funktion von PrPC. Demnach scheint PrPC an der Regulation von Ionenka-
nälen und neuronaler Erregbarkeit beteiligt zu sein (Biasini et al. 2012). Darüber hinaus 
wird PrPC eine regulatorische Funktion in der präsynaptischen Kupfer-Konzentration, 
der intrazellulären Kalzium-Homöostase, der Aktivierung und Proliferation von Lympho-
zyten und Astrozyten sowie der Signaltransduktion zugeschrieben (Forloni et al. 1994; 
Whatley et al. 1995). Des Weiteren scheint PrPC eine neuroprotektive Rolle einzuneh-
men und interagiert mit einer Vielzahl von Proteinen (Roettger et al. 2012). PrPC wird 
darüber hinaus mit einer Vielzahl von möglichen physiologischen Funktionen in Verbin-
dung gebracht (siehe Übersichtsarbeit von (Westergard et al. 2007)). Versuche mit 
Prion-Knockoutmäusen (PrP-/-) sollten weitere Aufschlüsse zur physiologischen Funk-
tion von PrPC geben, zeigten überraschenderweise jedoch zunächst keinen auffälligen 
Phänotyp (Bueler et al. 1992). Nach weiteren Studien konnten allerdings subtile phäno-
typische Abnormalitäten, wie Veränderungen im zirkadianen Rhythmus, der synapti-
schen Transmission und hippokampaler Morphologie in PrP-/- Mäusen nachgewiesen 
werden (Tobler et al. 1996; Colling et al. 1997). 
 
1.1.3 Vergleich von PrPC und PrPSc 
Die Konformationsänderung von PrPC zu PrPSc ist durch fundamentale Veränderungen 
der biochemischen Eigenschaften des Proteins gekennzeichnet (siehe Abbildung 1). 
PrPC weist eine Tertiärstruktur auf, die aus ei-
ner ungeordneten N-terminalen Region (Ami-
nosäuren 23 bis 128) sowie einer strukturier-
ten, globulären C-terminalen Region besteht. 
Letztere setzt sich aus drei α-Helices und ei-
nem kurzen doppelsträngigen antiparallelen ȕ-
Faltblatt zusammen (Aguzzi et al. 2006; Pas-
tore et al. 2007; Biasini et al. 2012). PrPC ist 
löslich und liegt als Monomer vor. Die Terti-
ärstruktur von PrPSc besteht aus einem erhöh-
ten Anteil an ȕ-Faltblattstrukturen, wodurch 
sich PrPSc Moleküle zusammenlagern und un-
lösliche Aggregate ausbilden können (Riesner 
Abbildung 1: Eigenschaften von PrPC 
und PrPSc. Proteinkinase K (PK).  










2003). Durch das Ausbilden von Aggregaten ist PrPSc im Gegensatz zu PrPC resistent 
gegen einen Proteinkinase K (PK) Verdau: während PrPC durch eine Behandlung mit 
PK komplett verdaut wird, wird von PrPSc nur ein ca. 90 Aminosäuren großes N-
terminales Teilstück abgeschnitten. Es entsteht ein PK resistentes, C-terminales Pro-
tein mit einer Größe von 27-30 kDa, auch PrP27-30 oder PrPres (englisch: resistant prion 
protein) genannt. Dieses besitzt die Tendenz zu aggregieren und hat infektiösen Cha-
rakter. 
 
1.1.4 Neurotoxizität von PrPSc 
Es wird angenommen, dass die Fehlfaltung von PrPC zu PrPSc und die damit verbun-
dene Aggregation von PrPSc die Hauptursache des neuronalen Zelluntergangs im Ver-
lauf der Prionerkrankung ist. Der genaue Mechanismus über den PrPSc dabei neuroto-
xisch wirkt, ist jedoch noch nicht vollständig geklärt. Zunächst scheinen nicht die 
fibrillären Endprodukte der PrPSc-Aggregation (PrPSc Fibrillen, Plaqueablagerungen), 
sondern ein Gemisch aus oligomeren Zwischenstufen des Aggregationsprozesses die 
neurotoxischen Komponenten zu sein (Aguzzi et al. 2012). Diese sind jedoch nicht an 
sich, sondern nur in Verbindung mit einer endogenen PrPC Expression toxisch auf Neu-
rone. So konnte gezeigt werden, dass PrP-/- Mäuse selbst nach intrazerebraler Inokula-
tion mit PrPSc resistent gegen eine Prioninfektion sind (Bueler et al. 1993). Dabei 
scheint explizit das neuronal exprimierte PrPC für die Vermittlung der Toxizität verant-
wortlich zu sein: eine Akkumulation von PrPSc in neuronalem PrP-/- Gewebe zeigte kei-
nen degenerativen Einfluss, weder auf die Neurone noch auf das PrPC exprimierende 
umliegende Gewebe (Mallucci et al. 2003). Diese Entkopplung der PrPSc Akkumulation 
von der neurotoxischen Wirkung wurde von mehreren Gruppen untersucht und bestä-
tigt (Race et al. 1995; Brandner et al. 1996; Hill et al. 2003). Darüber hinaus wurde im 
Tiermodell gezeigt, dass durch ein Entfernen des GPI Ankers von PrPC, wodurch PrPC 
nicht mehr membranständig, sondern extrazellulär in Form von löslichen Monomeren 
zu finden ist, die neurotoxische Wirkung von PrPSc aufgehoben wird (Chesebro et al. 
2005). Dies unterstützt den Befund, dass für eine neurotoxische Wirkung von PrPSc 
eine neuronale, membranständige Expression von PrPC essentiell ist. Der genaue Me-
chanismus über den die Toxizität vermittelt wird, wird derzeit verschieden diskutiert. 
Eine häufig erwähnte Möglichkeit ist, dass PrPC als Rezeptor für die Weiterleitung ei-
nes durch extrazelluläres PrPSc vermittelten toxischen Signals dient (Aguzzi et al. 
2012). Des Weiteren wurde diskutiert, dass eine durch PrPSc Oligomere vermittelte 
Dimerisierung von PrPC eine toxische intrazelluläre Kaskade auslösen kann (Solforosi 





1.1.5 PrP106-126 und PrP106-126 A117V 
Zur Erforschung der Neurodegeneration und Pathologie von Prionerkrankungen wer-
den häufig synthetische Prionprotein-Fragmente als Modell herangezogen. Das Peptid 
PrP106-126 umfasst die Aminosäuren 106-126 des Prionproteins und eignet sich auf 
Grund verschiedener Eigenschaften als gutes Modell: zunächst liegen die Aminosäu-
ren 106-126 in einer stark konservierten Region des Prionproteins, die zudem maßgeb-
lich an der Konformationstransition von PrPC zu PrPSc beteiligt ist. Darüber hinaus 
weist PrP106-126 eine hohe Tendenz auf, ȕ-Faltblatt Strukturen auszubilden. Auch 
seine toxische Eigenschaft auf kultivierte Neurone, die, wie bei PrPSc, abhängig von der 
endogenen Expression von PrPC und der Anwesenheit aktivierter Mikroglia ist, machen 
dieses Peptid zu einem geeigneten Modell (Forloni et al. 1993; Brown et al. 1996).  
Der Austausch der Aminosäure Alanin (A) an Position 117 des Prionproteins zu Valin 
(V) entspricht einer Mutation, die zur GSS-Erkrankung führen kann. Dieselbe Mutation, 
eingeführt in das Peptid PrP106-126, verstärkt dessen fibrillogene Eigenschaften und 
wirkt sich zusätzlich verstärkend auf die Neurotoxizität in Zellkulturexperimenten aus 
(Brown 2000). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit für alle Experimen-
te PrP106-126 A117V als Modell für PrPSc verwendet.  
 
1.1.6 Diagnose und Therapiemöglichkeiten 
Die Symptomatik von sCJD ist klinisch durch die Kombination von rasch progredienter 
Demenz und weiteren früh im Krankheitsstadium auftretenden klinischen Symptomen 
(z.B. Myoklonien) relativ gut von anderen neurodegenerativen Demenzen abzugrenzen 
(Robillard 2007). Zur Diagnostik gehören neben der Anamnese (mit Erfassen von mög-
lichen, der Erkrankung vorhergegangenen Hormonsubstitutionen und Bluttransfusionen 
sowie der familiären Belastung) und der körperlichen Untersuchung eine Reihe von 
Zusatzuntersuchungen, wie die Lumbalpunktion (LP) und Magnetresonanztomographie 
(MRT) des ZNS. Auch kann die Diagnose durch ein charakteristisches, periodisches 
Elektroenzephalogramm (EEG) unterstützt werden. Routinemäßig werden mittels der 
LP bestimmte Biomarker in der Zerebrospinalflüssigkeit (englisch: cerebrospinal fluid, 
CSF) bestimmt, die im Normalfall beim Vorliegen einer Prionerkrankung pathologisch 
erhöht sind, wie z.B. das 14-3-3 Protein, welches ein Marker für den neuronalen Zelltod 
darstellt. Hierbei zeigen sich allerdings Unterschiede zwischen den einzelnen Formen 
der CJDs, da in vCJD und einigen genetischen Formen der Prionerkrankung das 14-3-
3 Protein nicht spezifisch erhöht ist (Hsich et al. 1996; Will et al. 2000). Eine definitive 
Diagnose ist für sCJD über eine Hirnbiopsie und für vCJD, auf Grund der frühen Ak-




lich. Diese Methoden sind jedoch invasiver Natur und ermöglichen eine Diagnose erst 
im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung. Es bedarf dringend einer weiteren Diag-
nosemöglichkeit, insbesondere da vermehrt die Gefahr einer horizontalen Transmissi-
on von vCJD durch Bluttransfusionen diskutiert wurde (Foster 2000). Nach heutigem 
Wissensstand wird die Erkrankung allein durch die Konversion von PrPC zu PrPSc ver-
ursacht. Da weitere messbare Komponenten zur spezifischen Diagnose der Erkran-
kungen fehlen, ist die Messung von PrPSc-Leveln bisher die einzig denkbare Methode, 
um die Erkrankung auch frühzeitig schon zu erkennen. PrPSc ist jedoch nur in sehr ge-
ringen Mengen in peripheren Geweben, wie z.B. Blut, von asymptomatischen Patien-
ten nachweisbar und auch nach klinischer Manifestation der Erkrankung erreichen die 
PrPSc-Level kein mit gängigen Methoden detektierbares Niveau. In den letzten Jahren 
wurden jedoch verschiedene Technologien, wie die Protein Misfolding Cyclic Amplifi-
cation (PMCA) und Real-Time Quaking-Induced Conversion (RT-QUIC) entwickelt, die 
die in vitro Amplifikation von PrPSc bis auf detektierbare Mengen ermöglichen (Castilla 
et al. 2006; Atarashi et al. 2011). Diese Methoden sind jedoch sehr aufwändig und der-
zeit noch nicht zu diagnostischen Zwecken im Routinebetrieb einsetzbar. 
Eine frühe Diagnostik ist nicht nur wichtig, um der Gefahr der horizontalen Trans-
missionen entgegenzuwirken, sondern auch essentiell für die Entwicklung wirksamer 
Therapiemöglichkeiten. Dabei liegt der Fokus auf der Detektion von präklinischen Sta-
dien. Derzeit gibt es keine Therapie, die Prionerkrankungen aufhalten beziehungswei-
se heilen kann. Die bislang eingesetzten und untersuchten Therapeutika zielen zum 
Großteil darauf ab, die Konversion von PrPC zu PrPSc auf unterschiedliche Weisen zu 
unterbinden (Rigter et al. 2010). Einige der bisher getesteten Therapeutika umfassen 
Amphotericin B, schwefelhaltige Polyanionen, Congo Rot, Anthracyzyklin, Quinacrin, 
Flupirtin, Doxyzyklin, Pentosan Polyphosphat, ȕ-sheet breaker Peptide, Memantin, Por-
phyrin und Phthalocyanin (Dormont 2003; Zerr 2009). Einige dieser Therapeutika wur-
den sowohl in vitro als auch im Tiermodell getestet, manche auch in Einzelfällen an 
CJD Patienten. Bislang zeigte keines dieser Medikamente einen positiven klinischen 
Effekt in der Therapie von Prionerkrankungen.  
Als weitere Therapiemöglichkeit wurden Immunisierungsstrategien in Betracht gezo-
gen. So zeigten aktive und passive Immunisierungen im Tiermodell positive Auswirkun-
gen auf den Krankheitsverlauf, wenn diese frühzeitig, noch vor Ausbruch der Erkran-
kung, eingesetzt werden (Roettger et al. 2012). Aktive Immunisierungen bergen jedoch 
ein höheres Risiko für Nebenwirkungen, unter anderem durch den Umstand, dass es 
sich bei PrPSc um ein Protein mit infektiösem Potential handelt. Darüber hinaus wurde 
eine Studie zur aktiven Immunisierung bei AD auf Grund von schweren Neben-




Behandlung von Prionerkrankungen bevorzugt in Betracht gezogen. Bislang konnten 
jedoch keine der passiven Immunisierungsstrategien im Tiermodell positive Effekte 
verzeichnen, wenn erst nach Auftreten erster Symptome und nicht schon prophylak-
tisch mit der Behandlung begonnen wurde (Roettger et al. 2012). 
 
1.2 Natürlich vorkommende Autoantikörper 
Als passive Immunisierungsstrategie bei Prionerkrankungen und anderen neurodege-
nerativen Erkrankungen, wie der AD und PD, wurden natürlich vorkommende Autoanti-
körper in Form von intravenösen Immunglobulinen (IVIg) diskutiert (Neff et al. 2008). 
Natürlich vorkommende Autoantikörper sind ein grundlegender Teil des angeborenen 
Immunsystems und erfüllen eine Vielzahl immunologischer Aufgaben, da sie einen 
frühen angeborenen Schutz darstellen. Sie stammen vermutlich von B1-Zellen, die 
hauptsächlich im Peritonealraum angesiedelt sind und sind normalerweise vom IgM-
Isotyp mit einer eher niedrigen Antigen-Bindeaffinität (Baumgarth 2011; Gold et al. 
2012). Es wurden jedoch auch Autoantikörper des IgG-Isotyps gefunden, wobei noch 
nicht geklärt ist, welcher B-Zelle diese Antikörper entstammen (Gold et al. 2012). Na-
türlich vorkommende Autoantikörper machen etwa zwei Drittel des humanen Immun-
globulinpools aus und haben viele Funktionen, die bislang aber bei Weitem nicht voll-
ständig verstanden sind (Shoenfeld et al. 2006). Intravenöse Immunglobuline (IVIg) 
stellen einen Pool humaner Immunglobuline (hauptsächlich des IgG-Isotyps) dar, der 
aus Serum von mehreren tausend gesunden Blutspendern gewonnen wird. IVIg wurde 
initial als Substitutionstherapie für die Behandlung von Immundefizienz-Erkrankungen 
und später für eine Vielzahl anderer Autoimmunerkrankungen verwendet. 
 
1.2.1 nAbs bei AD und PD 
Ein histopathologischer Marker der AD ist die pathologische Ablagerung von Amyloid-ȕ 
(Aȕ) im Gehirn erkrankter Patienten. Interessanterweise konnten natürlich vorkom-
mende Autoantikörper gegen Aȕ (nAbs-Aȕ) in IVIg festgestellt werden (Dodel et al. 
2002) und es wurde gezeigt, dass diese im CSF von AD-Patienten reduziert sind (Du 
et al. 2001). Daher wurde IVIg als mögliches Therapeutikum zur Behandlung der AD 
untersucht und diskutiert. In der Tat konnte eine geringfügige Verbesserung in der 
Kognition von AD-Patienten nach einer Behandlung mit IVIg in zwei unabhängigen 
Pilotstudien nachgewiesen werden (Dodel et al. 2004; Relkin et al. 2009). Des Weite-
ren konnte an transgenen CRND8-Mäusen, die auf Grund einer Doppelmutation des 




werden, dass eine Behandlung mit nAbs-Aȕ nicht nur eine Verbesserung der Patholo-
gie, sondern auch der Kognition bewirkte (Dodel et al. 2011). Nach einer vier-wöchigen 
Behandlung mit nAbs-Aȕ in jungen Tieren wurden neben einer verringerten Anzahl der 
Aȕ-Plaques im Gehirn auch verminderte Aȕ-Level im CSF gemessen. Gleichzeitig 
stiegen die Aȕ-Level im Plasma der Mäuse. Dies unterstützt die sogenannte „Peri-
pheral Sink Hypothese“, die besagt, dass durch eine passive Immunisierung das 
Equilibrium von zentralem und peripherem Aȕ gestört wird (DeMattos et al. 2002). 
Dadurch kommt es nach dieser Hypothese in Folge einer passiven Immunisierung zu 
einem Aȕ-Abfluss von zentral nach peripher. Es konnte aber auch gezeigt werden, 
dass nAbs-Aȕ in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke, zumindest zu einem geringen 
Teil, zu überwinden (Bacher et al. 2009). Demnach könnte eine weitere Wirkungsweise 
von nAbs-Aȕ die direkte Interaktion mit schädlichen Aȕ-Spezies im Gehirn darstellen. 
Auch gegen α-Synuclein, einem pathologisch gefalteten und abgelagerten Protein bei 
der PD, konnten natürlich vorkommende Autoantikörper (nAbs-α-syn) aus IVIg isoliert 
werden (Papachroni et al. 2007). In PD-Patienten wurde ebenfalls - verglichen mit ge-
sunden Patienten - ein geringerer Gehalt an nAbs-α-syn in Serum nachgewiesen, 
wodurch auch hier eine Therapie mit IVIg sinnvoll erscheint (Besong-Agbo et al. 2012). 
 
1.2.2 nAbs bei Prionerkrankungen  
Natürlich vorkommende Autoantikörper wurden auch gegen das Prionprotein gefunden 
(nAbs-PrP) (Wei et al. 2012). Inwieweit nAbs-PrP einen positiven Einfluss auf den Ver-
lauf der Prionerkrankungen haben oder aber diese begünstigen, soll in der vorliegen-
den Arbeit untersucht und diskutiert werden. 
 
1.3 Die Rolle von Mikrogliazellen bei Prionerkrankungen 
Bei Prionerkrankungen ist in Hirnregionen der Plaquebildung, Vakuolisierung und des 
Neuronenuntergangs eine starke Aktivierung von Mikrogliazellen zu beobachten 
(Rezaie et al. 2001). Mikrogliazellen stellen die residenten Immunzellen des Gehirns 
dar und sind auf Grund ihrer immunmodulatorischen Funktion das Pendant zu Makro-
phagen in der Peripherie (Walter et al. 2009). Die genaue Funktion der Mikrogliazellen 
im Verlauf der Prionerkrankung ist jedoch noch nicht vollständig geklärt. Zunächst 
konnten Zellkulturexperimente zeigen, dass Mikrogliazellen sich um fibrilliertes PrP106-
126 ansammeln (Ciesielski-Treska et al. 2004) und bei einer kontinuierlichen Behand-
lung mit PrP106-126 in hohen Konzentrationsbereichen Zytokine und Stickstoff-




neurotoxische Wirkung von PrP106-126 abhängig von der Anwesenheit von Mikroglia-
zellen zu sein (Brown et al. 1996). Diese Ergebnisse deuten auf eine inflammatorische 
Reaktion der Mikrogliazellen hin, die den neuronalen Zelluntergang eher begünstigen. 
Auf der anderen Seite wurden Mikrogliazellen in Zusammenhang mit einer soge-
nannten „Clearance“-Funktion, dem Aufräumen von toxischen PrPSc gebracht (Aguzzi 
et al. 2012; Aguzzi et al. 2012). So konnte eine Internalisierung von PrP106-126 bei 
Mikrogliazellen, Astrozyten und Neuronen festgestellt werden (McHattie et al. 1999). 
Darüber hinaus zeigten organotypische Hirnschnitte des Zerebellums einen 15-fachen 
Anstieg des Prion-Titers nach Depletion von Mikrogliazellen (Falsig et al. 2008). Auch 
wurde eine insuffiziente Prion-„Clearance“ als mögliche Ursache für das pathologische 
Anhäufen von PrPSc diskutiert (Hughes et al. 2010). Im Gegensatz zur Notwendigkeit 
einer endogenen PrPC Expression für die toxische Wirkung von PrP106-126 auf Neu-
rone, scheint die Phagozytose von PrP106-126 durch Mikrogliazellen nicht durch PrPC 
vermittelt zu werden (McHattie et al. 1999). Der genaue Mechanismus der Phagozyto-
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2.1 Detektion von nAbs-PrP in humanem Serum, CSF und IVIg 
Natürlich vorkommende Autoantikörper wurden bereits gegen Aȕ und α-Synuclein in 
humanen Seren und CSF detektiert (Neff et al. 2008). Um zu untersuchen, ob Seren 
und CSF auch Autoantikörper gegen das Prionprotein enthalten, wurde ein indirekter 
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) entwickelt. Zu diesem Zwecke wurden 
96-Well Mikrotiterplatten mit dem Peptid PrP106-126 A117V beschichtet. Die optimalen 
Assay-Bedingungen wurden mit Hilfe verschiedener Beschichtungspuffer, unter-
schiedlichen Peptid-Konzentrationen sowie einer Vielzahl von Blockierungspuffern zum 
Blockieren der unspezifischen Bindestellen nach gängigen Methoden bestimmt. Nach 




nungslinearität einzelner Serumproben, die Inter- und Intraassayvarianzen sowie die 
sogenannte Spike Recovery bestimmt (Daten nicht publiziert). Es konnte gezeigt wer-
den, dass sowohl humane Seren und CSF als auch IVIg nAbs-PrP enthalten. Diese 
konnten mittels Affinitätschromatografie unter Verwendung von PrP106-126 A117V aus 
IVIg aufgereinigt werden. Die negative Fraktion des IVIg wurde als Kontrolle verwendet 
und im Folgenden als ft-PrP bezeichnet (englisch: flowthrough, Durchfluss). nAbs-PrP, 
ft-PrP und IVIg wurden mittels ELISA auf ihre Affinität zu PrP106-126 A117V getestet 
(Wei et al. 2012, Fig. 1). Erwartungsgemäß konnte für nAbs-PrP eine hohe, für IVIg 
eine mittlere und für ft-PrP eine niedrige Affinität zu PrP106-126 A117V gemessen 
werden (Wei et al. 2012, Fig. 1). 
 
2.2 nAbs-PrP erkennen das N-terminale Epitop PrP106-110  
Um das spezifische Epitop von nAbs-PrP einzugrenzen, wurde ein Peptid-Microarray 
durchgeführt. Hierzu wurden modifizierte Peptide der Sequenz 106-126 des Prionpro-
teins auf einer Zellulosemembran synthetisiert und diese einer Immunfärbung mit 
nAbs-PrP unterzogen. Es wurden Peptide mit einer Länge von 11 Aminosäuren, die 
durch Leserasterverschiebungen die gesamte Spanne des Peptides PrP106-126 wi-
derspiegelten, untersucht (Wei et al. 2012, Fig. 3a und b). Hierbei zeigte sich, dass 
nAbs-PrP das Peptid im N-terminalen Bereich erkennen. Um zu untersuchen, welche 
der N-terminalen Aminosäuren für die Bindung essentiell sind, wurden einzelne Amino-
säuren des Peptides deletiert (Wei et al. 2012, Fig. 3c und d). Hierbei stellte sich das 
Peptid PrP106-110 mit der Aminosäuren Abfolge KTNMK (K für Lysin, T für Threonin, 
N für Asparagin und M für Methionin) als das kleinstmögliche Peptid heraus, welches 
von nAbs-PrP erkannt wird. Des Weiteren scheinen die beiden Lysine in diesem Motiv 
kritisch für das Erkennen der nAbs-PrP zu sein, da eine Substitution oder Deletion die-
ser Aminosäuren die Bindung komplett verhinderte (Wei et al. 2012, Fig. 3d).  
 
2.3 nAbs-PrP hemmen die Fibrillation und Neurotoxizität von 
PrP106-126 A117V 
Die Tendenz zur Fibrillenbildung wurde bereits für die Peptide PrP106-126 und 
PrP106-126 A117V beschrieben (Brown 2000). Um den Einfluss von nAbs-PrP auf die 
Fibrillenbildung zu untersuchen, wurden fluorometrische Messungen (Thioflavin-T Fär-
bung), Elektronenmikroskopie und Massenspektrometrie durchgeführt. Zunächst konn-




nAbs-PrP gehemmt wird (Wei et al. 2012, Fig. 4a). ft-PrP konnte die Fibrillation nicht 
signifikant hemmen (Wei et al. 2012, Fig. 4c). Diese Ergebnisse wurden mittels Elektro-
nenmikroskopie und Massenspektrometrie verifiziert (Wei et al. 2012, Fig. 4e und f). 
Um die Toxizität des fibrillierten Peptides auf primäre granuläre zerebelläre Neurone 
(englisch: cerebellar granule neurons, CGNs) zu untersuchen, wurden diese mit den 
fibrillierten Peptiden und einem Peptid, welches aus einer vertauschten Sequenz von 
PrP106-126 besteht und als Negativkontrolle diente (sogenanntes scrambled PrP), 
behandelt. Es konnte eine signifikante Toxizität von PrP106-126 A117V festgestellt 
werden. Scrambled PrP war nicht toxisch auf CGNs (Wei et al. 2012, Fig. 5b). Die toxi-
sche Eigenschaft des fibrillierten Peptids PrP106-126 A117V konnte durch eine zeit-
gleiche Behandlung mit nAbs-PrP, nicht jedoch mit ft-PrP aufgehoben werden (Wei et 
al. 2012, Fig. 6). 
 
2.4 nAbs-PrP verstärken die Aufnahme von PrP106-126 A117V in 
Mikrogliazellen 
Die Aufnahme von PrP106-126 durch Neurone, Mikroglia und Astrozyten wurde bereits 
beschrieben (McHattie et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von 
nAbs-PrP auf die Aufnahme von PrP106-126 A117V in primären Mikrogliazellen unter-
sucht. Eine Kinetik zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Phagozytose zeigte, 
dass nach drei Stunden ca. 50% der maximalen Peptidaufnahme erreicht war (Roett-
ger et al. 2013, Fig. 2a). Auf Grundlage dieser Inkubationszeit wurde der Einfluss von 
nAbs-PrP, ft-PrP und einem monoklonalen anti-Prion-Antikörper (3F4) auf die Aufnah-
me von PrP106-126 A117V in Mikrogliazellen untersucht. Die Behandlung mit nAbs-
PrP und dem Antikörper 3F4 führte zu einer signifikanten Mehraufnahme von PrP106-
126 A117V in Mikrogliazellen, wohingegen ft-PrP kaum einen Einfluss auf die Peptid-
aufnahme hatte (Roettger et al. 2013, Fig. 2b und c). Neben der Aufnahme des Pepti-
des wurde außerdem die Aufnahme der Antikörper (nAbs-PrP und ft-PrP) in Mikro-
gliazellen untersucht. Hierzu wurden die Zellen sowohl mit den Antikörpern alleine als 
auch mit einer Kombination aus Peptid und Antikörper behandelt. Es konnte zunächst 
gezeigt werden, dass Mikrogliazellen sowohl nAbs-PrP als auch ft-PrP per se in einer 
vergleichbaren Menge aufnehmen. Durch die Ko-Inkubation mit PrP106-126 A117V 
nahm jedoch die intrazelluläre Aufnahme von nAbs-PrP im Vergleich zu ft-PrP stark zu 
(Roettger et al. 2013, Fig. 2d). 
Um zu untersuchen, ob die Aufnahme von PrP106-126 A117V mit und ohne Antikörper 
schädliche Auswirkungen auf Mikrogliazellen hat, beziehungsweise eine Entzündungs-




len bestimmt. Als Negativkontrolle dienten in allen Versuchen Mikrogliazellen, die unter 
sonst vergleichbaren Bedingungen lediglich mit Verdünnungspuffer behandelt wurden. 
Es konnte nach einer Behandlung der Mikrogliazellen mit den verschiedenen Peptid-
präparationen keine Ausschüttung der Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrose-
faktor-α (TNFα) sowie von NO festgestellt werden (Roettger et al. 2013, Fig. 3c und d). 
Zur weiteren Untersuchung sowie zum Vergleich der Reaktion der Mikrogliazellen auf 
die Behandlung mit PrP106-126 A117V alleine, PrP106-126 A117V mit und ohne Anti-
körper (nAbs-PrP, ft-PrP) sowie Antikörper alleine (nAbs-PrP, ft-PrP), wurde ein MTT 
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Assay durchgeführt. Die-
ser kann Aufschluss über die mitochondriale Aktivität von Zellen geben. Nach Behand-
lung der Mikrogliazellen mit PrP106-126 A117V konnte im Vergleich zu der Negativ-
kontrolle eine leichte Reduktion im MTT-Assay festgestellt werden. Diese wurde durch 
die Ko-Inkubation mit nAbs-PrP noch etwas verstärkt (Roettger et al. 2012, Fig. 3a). 
nAbs-PrP und ft-PrP alleine hatten keinerlei Auswirkungen auf die Zellen. Da der MTT-
Assay bezüglich amyloidogener Peptide in seiner Aussagekraft limitiert ist (Liu et al. 
1997), wurde eine weitere Methode angewandt und die Zellen mit Fluoreszein-
Diazetat/ Propidium-Iodid (FDA/PI) gefärbt, um anschließend die Zahl der lebendigen 
Zellen zu bestimmen. Es konnte kein Zelltod nach Behandlung der Zellen festgestellt 
werden, es zeigte sich hingegen eine leichte Proliferation der Mikrogliazellen (Roettger 
et al. 2012, Fig. 3b). Darüber hinaus wurden primäre Neurone mit sogenannten „kondi-
tioniertem Mikrogliamedium“ behandelt. Dieses entspricht dem Medium von Mikroglia-
zellen, die mit den unterschiedlichen Peptidpräparationen behandelt wurden. Die Be-
handlung von primären Neuronen mit konditioniertem Mikrogliamedium hatte keinerlei 
schädigende Wirkung auf die Viabilität der Neuronenkulturen (Roettger et al. 2013, Fig. 
3e). 
 
2.5 Untersuchung des Aufnahmemechanismus in Mikrogliazellen 
Um zu untersuchen, über welchen Mechanismus PrP106-126 A117V von Mikroglia-
zellen aufgenommen wird, wurden verschiedene Phagozytose-Inhibitoren eingesetzt. 
Cytochalasin D, welches die Depolymerisation von Aktin und damit allgemein die pha-
gozytotische Aktivität von Zellen weitgehend hemmt (Axline et al. 1974; Drevets et al. 
1991), führte zu einer fast vollständigen Inhibition der Aufnahme von PrP106-126 
A117V. Dies war unabhängig davon, ob das Peptid den Zellen alleine, mit oder ohne 
nAbs-PrP und ft-PrP präsentiert wurde (Roettger et al. 2013, Fig. 4a). Die Behandlung 
mit Wortmannin, einem Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) Inhibitor (Powis et al. 




dies den Zellen zusammen mit nAbs-PrP verabreicht wurde. Die Aufnahme von 
PrP106-126 A117V allein und zusammen mit ft-PrP war nur leicht reduziert (Roettger 
et al. 2013, Fig. 4b). Die Behandlung mit Fucoidan, einem Inhibitor der Scavenger Re-
zeptoren A und B (Husemann et al. 2002), führte zu einer signifikanten Reduktion der 
Aufnahme von PrP106-126 A117V, wohingegen die Aufnahme von PrP106-126 A117V 
zusammen mit nAbs-PrP und ft-PrP weniger stark vermindert wurde (Roettger et al. 
2013, Fig. 4c). Diese konnte jedoch durch eine gleichzeitige Behandlung der Mikroglia-
zellen mit Fucoidan und Wortmannin drastisch reduziert werden. Hierbei hatte die Be-
handlung mit den beiden Inhibitoren stärkeren Einfluss auf die Aufnahme der Ko-
Präparation von PrP106-126 A117V mit nAbs-PrP als auf die Ko-Präparation mit ft-PrP 
(Roettger et al. 2013, Fig. 4d).  
Es wurde außerdem der Einfluss der Phagozytose-Inhibitoren auf die Aufnahme von 
nAbs-PrP und ft-PrP in Mikrogliazellen untersucht. Alle eingesetzten Inhibitoren hatten 
eine generelle inhibitorische Wirkung auf die Aufnahme von nAbs-PrP, nicht aber auf 
ft-PrP, wenn diese zusammen mit PrP106-126 A117V zu den Zellen gegeben wurde. 
Die Aufnahme von nAbs-PrP und ft-PrP ohne PrP106-126 A117V wurde nur durch 





3.1 Nachweis von nAbs-PrP in Serum, CSF und IVIg 
Immunisierungsstrategien zur Behandlung von Prionerkrankungen werden schon seit 
einiger Zeit diskutiert (White et al. 2003). In Zellkulturexperimenten und Maus-Modellen 
zeigten sowohl aktive als auch passive Immunisierungsstrategien einen positiven Ef-
fekt auf den Verlauf der Krankheit (Roettger et al. 2012). Aktive Immunisierungen brin-
gen jedoch häufig die Gefahr unerwünschter Nebenwirkungen mit sich. Im Falle der 
Prionerkrankung sind sie von besonderer Schwierigkeit gekennzeichnet, da die Er-
krankung durch ein körpereigenes Protein ausgelöst wird und eine Immunisierung mit 
dem Prionprotein zu keiner Immunantwort führt. Daher muss zunächst durch potente 
Immunisierungsstrategien die sogenannte Selbsttoleranz überwunden werden. Passive 
Immunisierungen erscheinen somit als sinnvoller.  
Aktive und passive Immunisierungsstrategien wurden schon zur Behandlung von AD 
und PD in Betracht gezogen (Benner et al. 2004; Citron 2004). Darüber hinaus wurden 
natürlich vorkommende Autoantikörper gegen Aȕ und α-Synuclein beschrieben und als 
mögliche Therapeutika diskutiert (Neff et al. 2008).  
Bei der AD und PD konnte festgestellt werden, dass Patientenserum geringere Level 
an nAbs verglichen mit Serum von Gesunden enthält (Du et al. 2001; Weksler et al. 
2002). Es wird vermutet, dass durch niedrige nAbs-Level die „Clearance“ der Aggrega-
te eingeschränkt ist und somit der Ausbruch bzw. Fortschritt der Erkrankung begünstigt 
wird (Neff et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit konnten nAbs-PrP in Serum und CSF 
von gesunden Probanden nachgewiesen werden und diese aus IVIg mittels Affinitäts-
chromatografie isoliert werden (Wei et al. 2012). Der Nachweis von nAbs-PrP in huma-
nem Serum und CSF von gesunden Spendern deutet darauf hin, dass die Konversion 
von PrPC zu PrPSc im Körper möglicherweise durch das Abfangen von fehlgefalteten 
Konformeren streng geregelt ist. So könnten nAbs-PrP einen wichtigen Beitrag zur 
Homöostase der Prionproteinkonformere leisten und das Äquilibrium in Richtung PrPC 
stabilisieren. Es ist jedoch bisher unbekannt, ob erkrankte Patienten im Gegensatz zu 
Gesunden eine veränderte Menge an nAbs-PrP in Serum und CSF aufweisen. Diese 
Untersuchungen werden gerade in unserem Labor weiter verfolgt.  
Der Nachweis von nAbs-PrP in IVIg und die Möglichkeit, diese aufzureinigen und anzu-
reichern, könnte zur Entwicklung einer passiven, auf humanen Autoantikörper basie-
renden Immuntherapie bei Prionerkrankungen beitragen.  
IVIg wurde schon erfolgreich in Pilotstudien zur Behandlung von AD getestet (Dodel et 




CRND8 Mäusen mit nAbs-Aȕ zeigten vielversprechende Ergebnisse (Dodel et al. 
2011). Eine passive Immunisierung mit IVIg oder nAbs hat im Gegensatz zu passiven 
Immunisierungen mit monoklonalen Antikörpern den Vorteil eines verringerten Risikos 
von gefährlichen Nebenwirkungen. Die Behandlung von AD-Patienten mit IVIg zeigte 
eine gute Verträglichkeit des Präparates, führte jedoch in dem kurzen Untersuchungs-
intervall von sechs Monaten zu keiner Verbesserung der Kognition bei den behandel-
ten Patienten (Dodel et al. 2013). Es wurde diskutiert, dass ein therapeutisches Ein-
greifen zu einem früheren Zeitpunkt im Krankheitsverlauf hätte stattfinden müssen. 
Daher erscheint eine Früherkennung der Erkrankung von großer Wichtigkeit zu sein. 
Dies ist auch für die Behandlung von Prionerkrankungen von besonderer Bedeutung. 
Durch die frühe Akkumulation von PrPSc in peripheren Geweben bei vielen Prioner-
krankungen erscheinen Immunisierungsstrategien zusätzlich sinnvoll. 
 
3.2 nAbs-PrP hemmen die Fibrillation und Neurotoxizität von 
PrP106-126 A117V 
Die Toxizität von PrP106-126 und PrP106-126 A117V auf Neurone wurde bereits 
mehrfach beschrieben (Forloni et al. 1993; Brown 2000; Hanan et al. 2001). Es konnte 
darüber hinaus gezeigt werden, dass PrP106-126 in gleicher Weise wie PrPSc die Fehl-
faltung von PrPC bewirken kann (Gu et al. 2002; Singh et al. 2002). Es wird jedoch seit 
einiger Zeit angenommen, dass nicht PrPSc Aggregate, sondern mutmaßliche oligome-
re Zwischenprodukte für die Toxizität verantwortlich sind (Radford et al. 2010). Es wur-
de weiterhin diskutiert, dass eine, durch PrPSc Oligomere vermittelte, Dimerisierung von 
PrPC eine toxische intrazelluläre Kaskade auslösen kann (Solforosi et al. 2004).  
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen zunächst, dass nAbs-PrP die Fibrillation von 
PrP106-126 A117V hemmen. Des Weiteren wird die Toxizität von fibrilliertem PrP106-
126 A117V auf primäre Neurone durch nAbs-PrP drastisch vermindert. Dies konnte 
auch schon mit monoklonalen anti-PrP Antikörpern gezeigt werden (Hanan et al. 
2001). In den vorliegenden Versuchen wurde die Toxizität durch eine Behandlung der 
Zellen mit fibrilliertem PrP106-126 A117V erreicht. Dies widerspricht zunächst der An-
nahme, dass oligomere Zwischenprodukte und nicht fibrilläre Aggregate die eigentliche 
toxische Spezies bei Prionerkrankungen sind (Radford et al. 2010) und lässt vermuten, 
dass PrP106-126 A117V-Fibrillen an sich neurotoxisch sind. Es ist jedoch unwahr-
scheinlich, dass zum Zeitpunkt der Behandlung der Zellen der Oligomerisations- und 
Fibrillationsprozess von PrP106-126 A117V vollständig beendet ist. Es ist wahrschein-
licher, dass ein Gemisch aus Fibrillen und oligomeren Zwischenprodukten vorliegt. Es 




Fibrillationsprozesses eingreifen, jedoch ist der genaue Mechanismus noch weitge-
hend unklar. nAbs-PrP könnten demnach entweder nur die Zusammenlagerung von 
PrP106-126 A117V in Fibrillen durch Interkalation verhindert, oder aber direkt kleine 
Oligomere dauerhaft binden und abfangen. Letzteres erscheint wahrscheinlicher und 
wurde durch die Ergebnisse aus den Versuchen zur Aufnahme in Mikrogliazellen un-
terstützt (siehe dazu Diskussionsteil 3.3). Darüber hinaus ist weiter unklar, durch wel-
chen Mechanismus nAbs-PrP die Toxizität von PrP106-126 A117V auf Neurone ver-
hindern. Zum einen könnte dies durch das direkte Binden und Abfangen kleiner 
Oligomere vermittelt werden, wodurch diese nicht mehr toxisch auf die Zellen wirken 
können. Auf der anderen Seite könnten nAbs-PrP auch direkt auf die Zellen wirken, 
z.B. in dem sie eine Interaktion der toxischen Oligomere mit PrPC an Rezeptoren der 
Zellmembran verhindern.  
In der vorliegenden Arbeit wurden alle Versuche mit dem Peptid PrP106-126 A117V 
durchgeführt. Vorläufige eigene Daten konnten jedoch auch ein Binden von nAbs-PrP 
an das rekombinante humane Prionprotein der Länge 23-231 (PrP23-231) zeigen (eigene 
Arbeiten, nicht publiziert). Darüber hinaus konnte Wei et al. zeigen, dass mittels 
nAbs-PrP PrP(A117V) aus transgenen Mäusen per Immunopräzipitation aufgereinigt 
werden kann (Wei et al. 2012). Dies lässt darauf schließen, dass nAbs-PrP in der Lage 
sind, PrPSc zu erkennen und zu binden. Es wäre daher interessant, die Auswirkungen 
von nAbs-PrP auch auf die Fibrillenbildung von PrPSc und dessen Neurotoxizität weiter 
zu untersuchen.  
 
3.3 nAbs-PrP verstärken die Aufnahme von PrP106-126 A117V in 
Mikrogliazellen 
In der Pathologie der Prionerkrankung spielen Mikrogliazellen eine wichtige, aber bis-
her kontrovers diskutierte Rolle. Zunächst wurde gezeigt, dass Mikrogliazellen in Prio-
nerkrankungen in Bereichen der Vakuolisierung und Plaquebildung stark aktiviert sind 
(Rezaie et al. 2001). Darüber hinaus konnte das Mitwirken von Mikrogliazellen bei der 
Vermittlung der neurotoxischen Wirkung von PrP106-126 in Zellkulturexperimenten 
gezeigt werden (Brown et al. 1996). Auf der anderen Seite wird Mikrogliazellen eine 
wichtige Rolle in der Prion-„Clearance“ zugeschrieben (Aguzzi et al. 2012). Es konnte 
gezeigt werden, dass Mikrogliazellen PrP106-126 phagozytieren können und diese 
Aufnahme unabhängig von der endogenen PrPC Expression in Mikrogliazellen ist 
(McHattie et al. 1999). 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützen die Vermutung, dass Mikroglia-




werden, dass nAbs-PrP die Aufnahme von PrP106-126 A117V in Mikrogliazellen dras-
tisch steigern. Dieser Effekt war spezifisch für nAbs-PrP und nicht mit ft-PrP zu errei-
chen. Die Aufnahme von 10 µM PrP106-126 A117V führte weder zu einer Induktion 
von pro-inflammatorischen Zytokinen noch von NO und lässt darauf schließen, dass 
die Aufnahme von PrP106-126 A117V physiologisch vorteilhaft ist. Auch nAbs-PrP und 
ft-PrP alleine führten zu keiner inflammatorischen Reaktion von Mikrogliazellen. Be-
sonders für den potentiellen Einsatz von nAbs-PrP als passive Immunisierungstherapie 
ist das Ausbleiben einer Entzündungsreaktion essentiell. Diese Ergebnisse stehen je-
doch im Gegensatz zu anderen Studien, die eine Aktivierung der Mikrogliazellen nach 
kontinuierlicher Gabe hoher Peptid-Konzentrationen (80 µM) messen konnten (Peyrin 
et al. 1999; Fabrizi et al. 2001). Diese abweichenden Effekte könnten auf die unter-
schiedlich eingesetzten Peptid-Mengen zurückzuführen sein. Dabei scheinen erst hohe 
PrP106-126 A117V-Konzentrationen eine Entzündungsreaktion in Mikrogliazellen zu 
induzieren. In der vorliegenden Arbeit wurde mittels eines MTT-Assays zur Messung 
der mitochondrialen Aktivität zunächst die Reaktion der Mikrogliazellen auf die Behand-
lung mit PrP106-126 A117V alleine, PrP106-126 A117V zusammen mit nAbs-PrP und 
ft-PrP, sowie nAbs-PrP und ft-PrP alleine untersucht und verglichen. Es konnte eine 
Reduktion im MTT-Assay bei einer Behandlung mit PrP106-126 A117V festgestellt 
werden, die zusätzlich durch eine Ko-Inkubation mit nAbs-PrP leicht verstärkt wurde. 
Die Behandlung mit nAbs-PrP und ft-PrP alleine hatte keinerlei Auswirkungen auf die 
Zellen. Da amyloidogene Peptide direkt in den funktionalen Ablauf von MTT-Assays 
eingreifen und somit deren Ergebnisse verfälschen können (Liu et al. 1997), wurde 
eine weiter Methode zur Messung der Vitalität der Zellen nach Behandlung mit PrP106-
126 A117V durchgeführt. Anhand einer Färbung mit FDA/PI konnte eine leicht erhöhte 
Zellzahl nach Behandlung mit PrP106-126 A117V festgestellt werden. Dieses Ergebnis 
stimmt mit Studien von Brown et al. überein, die eine Prionpeptid-induzierte Proliferati-
on von Mikrogliazellen beschreiben (Brown et al. 1996). Auch die Behandlung von 
Mikrogliazellen mit nAbs-PrP alleine resultierte nicht in einer Entzündungsreaktion oder 
Vitalitätseinschränkung der Mikrogliazellen. Darüber hinaus hatte die Behandlung von 
Neuronen mit konditioniertem Mikrogliamedium keinerlei schädliche Auswirkungen auf 
deren Viabilität. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nAbs-PrP zu der Funktion 
von Mikrogliazellen in der Prion-„Clearance“ beitragen können, ohne dabei schädliche 
Entzündungsreaktionen hervorzurufen. Dies scheint besonders für geringe Peptidkon-
zentrationen zu gelten. Demnach könnten nAbs-PrP gerade frühen Prion-
Akkumulationen entgegen wirken. Eine Akkumulation von PrPSc ist erst zu späten 
Krankheitsstadien im ZNS detektierbar, was auf geringe PrPSc-Mengen bei Krankheits-




den Ergebnissen zufolge, unterstützend auf die Prion-„Clearance“ wirken. Bei hoher 
PrPSc-Akkumulation im ZNS, begleitet von einer Mikrogliaaktivierung zu späteren Sta-
dien der Erkrankung, könnte sich dieser Effekt jedoch umkehren.  
Es wurde weiterhin untersucht, inwieweit nAbs-PrP bzw. ft-PrP selbst von Mikroglia-
zellen aufgenommen werden. Die Ergebnisse zeigen, dass nAbs-PrP (allein verab-
reicht) unwesentlich mehr aufgenommen werden als ft-PrP. Werden Mikrogliazellen 
jedoch mit nAbs-PrP bzw. ft-PrP und PrP106-126 A117V als Ko-Präparation behandelt, 
werden nAbs-PrP sehr viel stärker in aufgenommen, verglichen mit einzeln verab-
reichten nAbs-PrP und ft-PrP. nAbs-PrP scheinen also im Gegensatz zu ft-PrP gemein-
sam mit dem Peptid aufgenommen zu werden. Dies lässt vermuten, dass nAbs-PrP 
während der Ko-Inkubation mit PrP106-126 A117V die Fibrillenbildung des Prion-
peptids nicht nur hemmen, sondern kleine Oligomere binden und mit diesen zusam-
men von Mikroglia phagozytiert werden. Dies wäre von besonderem Vorteil, betrachtet 
man die Annahme, dass kleine Intermediate des Fibrillationsvorganges für die Neuro-
toxizität bei Prionerkrankungen verantwortlich sind (Radford et al. 2010). Demnach 
scheinen nAbs-PrP hemmend auf die pathologischen Fibrillation von PrP106-126 
A117V zu wirken und, nicht zuletzt durch die Aufnahme in Mikrogliazellen, der Toxizität 
auf Neurone entgegenzuwirken.  
 
3.4 Der Aufnahmemechanismus von PrP106-126 A117V in Mikrogli-
azellen 
Der genaue Aufnahmemechanismus von Prionpeptiden in Mikrogliazellen ist bisher 
noch weitgehend unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser durch den Ein-
satz verschiedener Blocker untersucht. Es wurden drei einzeln verabreichte Inhibitoren 
(Cytochalasin D, Fucoidan, Wortmannin) und eine Kombination aus zwei Inhibitoren 
(Fucoidan und Wortmannin) eingesetzt und die Phagozytose der Peptid-Präparationen 
(fibrilliertes PrP106-126 A117V alleine, PrP106-126 A117V zusammen mit nAbs-PrP 
und ft-PrP) sowie der Antikörper (nAbs-PrP und ft-PrP) untersucht. Die verschiedenen 
Inhibitoren wurden nach folgenden Kriterien ausgewählt: Cytochalasin D wurde auf 
Grund seiner generellen inhibitorischen Eigenschaften auf die Aktinpolymerisation so-
wie die Scavenger-, Komplement-, und FcȖ-Rezeptor-vermittelten Phagozytose aus-
gewählt (Axline et al. 1974; Drevets et al. 1991). Demnach konnte durch den Einsatz 
von Cytochalasin D zunächst ermittelt werden, ob die Aufnahme von PrP106-126 
A117V generell durch Phagozytose und im speziellen durch einen oder mehrerer die-
ser Mechanismen vermittelt wird. Die inhibitorische Wirkung von Fucoidan auf die Auf-




knecht et al. 2004) und sollte in dieser Arbeit bezüglich fibrilliertem PrP106-126 A117V 
untersucht werden. Durch die inhibitorische Wirkung von Fucoidan auf die Scavenger 
Rezeptoren A und B sollte somit eine mögliche Phagozytose über diesen Aufnah-
memechanismus untersucht werden. Um den Einfluss von nAbs-PrP auf die Phagozy-
tose von PrP106-126 A117V zu untersuchen, wurde Wortmannin, ein bekannter Inhi-
bitor der PI3K, welche in Zusammenhang mit der FcȖ-Rezeptor-vermittelten Phago-
zytose steht, eingesetzt (Powis et al. 1994; Araki et al. 1996; Garcia-Garcia et al. 
2002). 
Es konnte zunächst gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Cytochalasin D die 
Phagozytose aller drei Peptid-Präparationen inhibiert. Dies lässt sich durch die oben 
genannte Cytochalasin D-induzierte Blockade der Aktinpolymerisation erklären (Axline 
et al. 1974; Drevets et al. 1991). Eine funktionelle Polymerisation des Aktins stellt eine, 
für die Phagozytose wichtige Grundvoraussetzung für die Umstrukturierung des Zytos-
keletts dar (Newman et al. 1991; Sulahian et al. 2008). Des Weiteren war die Aufnah-
me von fibrilliertem PrP106-126 A117V nach einer Behandlung mit Fucoidan stark 
vermindert. Dieses Ergebnis wird unterstützt durch Studien zur Aufnahme von Aȕ in 
Mikrogliazellen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass fibrilliertes Aȕ ebenfalls über Sca-
venger Rezeptoren von Mikrogliazellen phagozytiert wird (Husemann et al. 2002; Ko-
enigsknecht et al. 2004). Die Behandlung mit Fucoidan führte, verglichen mit der Auf-
nahme von fibrilliertem PrP106-126 A117V, nur zu einer leicht abgeschwächten 
Aufnahme der Ko-Präparation von PrP106-126 A117V mit nAbs-PrP und ft-PrP. Die 
Phagozytose der Ko-Präparation von PrP106-126 A117V mit nAbs-PrP konnte jedoch 
mit Wortmannin stark vermindert werden. Da die durch Wortmannin gehemmte PI3K 
während des phagozytotischen Prozesses bei dem Ausbilden von Pseudopodien eine 
Rolle spielt und in Zusammenhang mit Fc-Rezeptor-vermittelter Phagozytose gebracht 
wird (Araki et al. 1996; Garcia-Garcia et al. 2002), lässt dieses Ergebnis auf eine Fc-
Rezeptor-vermittelte Aufnahme schließen. Da die Aufnahme von fibrilliertem Peptid 
hauptsächlich durch Fucoidan inhibiert wird, die Aufnahme von PrP106-126 A117V mit 
nAbs-PrP jedoch stark durch Wortmannin beeinflusst wird, scheinen hier zwei ver-
schiedene Mechanismen eine Rolle zu spielen. Diese Annahme wird unterstützt durch 
die Ergebnisse einer Doppelbehandlung mit Fucoidan und Wortmannin. Vergleicht man 
die Peptidaufnahme nach einer Fucoidan Behandlung mit der Aufnahme nach einer 
Doppelbehandlung mit Fucoidan und Wortmannin, so erkennt man, dass eine zusätzli-
che Gabe von Wortmannin nur die Aufnahme der Ko-Präparation von PrP106-126 
A117V und nAbs-PrP deutlich reduziert. Die Aufnahme von fibrilliertem PrP106-126 
A117V wird durch zusätzlich verabreichtes Wortmannin nicht beeinflusst. Dies lässt 




126 A117V ein anderer oder zusätzlicher Mechanismus zugrunde liegt, als der Auf-
nahme von fibrilliertem PrP106-126 A117V. Die Phagozytose der Ko-Präparation von 
PrP106-126 A117V mit ft-PrP verhielt sich im Falle der alleinigen Behandlung mit 
Wortmannin, sowie der Doppelbehandlung mit Fucoidan und Wortmannin, sehr ähnlich 
zu fibrilliertem PrP106-126 A117V. Dies lässt darauf schließen, dass ft-PrP wie erwar-
tet keinen Einfluss auf die fibrilläre Struktur des Peptids und dessen Aufnahme in 
Mikrogliazellen hat. Die Behandlung mit Fucoidan zeigte jedoch einen stärkeren inhibi-
torischen Effekt auf die Aufnahme des fibrillierten Peptids als auf die Ko-Präparation 
mit ft-PrP, was wiederum gegen diese Hypothese spricht. Demnach müsste noch ge-
nauer untersucht werden, inwieweit ft-PrP bei der durch Scavenger Rezeptoren vermit-
telten Aufnahme von fibrilliertem PrP106-126 A117V eine Rolle spielt oder in diesen 
Prozess interkaliert. Die Behandlung mit Fucoidan zeigte zwar unterschiedlich starke 
inhibitorische Effekte auf die Aufnahme der verschiedenen Peptidpräparationen, wirkt 
jedoch bei allen drei hemmend. Dies könnte nicht zuletzt darauf hinweisen, dass nAbs-
PrP zwar prinzipiell hemmend auf die Fibrillenbildung wirken, diese aber nicht komplett 
unterbunden wird und somit fibrilläre Strukturen übrigbleiben. Diese können dann über 
Scavenger Rezeptoren von Mikrogliazellen aufgenommen werden.  
Um diesen Fragen weiter nachzugehen, wurde in der vorliegenden Arbeit auch die 
Auswirkung der Inhibitoren auf die Aufnahme von nAbs-PrP und ft-PrP untersucht. 
Dies ergab zunächst, dass nur eine Behandlung mit Wortmannin zu einer reduzierten 
Aufnahme von nAbs-PrP und ft-PrP führt, wenn diese der Mikroglia alleine verabreicht 
wurden. Wortmannin hemmt unter anderem die Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose 
(Powis et al. 1994; Araki et al. 1996). Dies könnte bedeuten, dass Mikrogliazellen 
nAbs-PrP und ft-PrP per se durch Fc-Rezeptoren vermittelt phagozytieren. Wurden 
jedoch Mikrogliazellen mit Ko-Präparationen von PrP106-126 A117V und nAbs-PrP 
bzw. ft-PrP behandelt, verminderten alle drei Inhibitoren die Aufnahme von nAbs-PrP, 
nicht aber die von ft-PrP. Dies ließe sich wie folgt erklären: nAbs-PrP, nicht aber ft-PrP, 
sind in der Lage, die Fibrillation von PrP106-126 A117V zu hemmen und kleine inter-
mediäre Zwischenprodukte (z.B. Oligomere) zu binden. Diese werden dann, zusam-
men mit den gebundenen nAbs-PrP, von Mikrogliazellen phagozytiert. Durch den Ein-
satz von Phagozytose-Inhibitoren, die hemmend auf die Aufnahme von PrP106-126 
A117V wirken, wird dementsprechend auch die Aufnahme von nAbs-PrP gehemmt. 
Die Ergebnisse deuten zwar darauf hin, dass die Behandlung mit Fucoidan hauptsäch-
lich die Aufnahme von fibrilliertem Prionpeptid inhibiert, jedoch ist dieser Effekt nicht 
hochspezifisch; auch die Aufnahme der Ko-Präparationen von PrP106-126 A117V mit 




Die Ergebnisse dieser Arbeit geben erste Hinweise auf die Mechanismen, die der Auf-
nahme von fibrilliertem PrP106-126 A117V alleine, sowie der Aufnahme von PrP106-
126 A117V in Kombination mit nAbs-PrP bzw. ft-PrP zugrunde liegen. Um detailliertere 
Aussagen über den genauen Aufnahmemechanismus der einzelnen Peptidpräparatio-
nen machen zu können, müssten jedoch noch eine Reihe weiterer Inhibitoren getestet 
werden. In Anlehnung an die Untersuchungen zur Aufnahme von fibrilliertem Aȕ könn-
ten so zunächst die für die Aufnahme von fibrilliertem PrP106-126 A117V verantwortli-
chen Rezeptoren genauer eingegrenzt werden. Neben der Aufnahme über Scavenger 
Rezeptoren wurden für fibrilliertes Aȕ noch weitere Komponenten beschrieben, die die 
Aufnahme in Mikrogliazellen beeinflussen. Diese sind der B-Klassen Scavenger Re-
zeptor CDγ6, ȕ-1 Integrin und CD47 (Koenigsknecht et al. 2004). Für diese Rezeptoren 
stehen eine Reihe von Inhibitoren zur Verfügung, die auch zur Untersuchung der Auf-
nahme von fibrilliertem PrP106-126 A117V getestet werden könnten. Des Weiteren 
könnte zur Untersuchung der Antikörper-vermittelten Aufnahme von PrP106-126 
A117V in Mikrogliazellen der Einfluss der Tyrosinkinasen Syk und Src untersucht wer-
den. Diese sind wichtige Komponenten der FcȖ-Rezeptor-vermittelten Phagozytose 
(Greenberg 1995) und tragen zur Antikörper-vermittelten Phagozytose von fibrilliertem 
Aȕ bei (Koenigsknecht et al. 2004).  
Es ist zwar weitgehend bekannt, dass alle verfügbaren pharmakologischen Inhibitoren 
nicht absolut spezifisch für einen bestimmten Phagozytosemechanismus sind (Ivanov 
2008), jedoch können sie, in Kombination eingesetzt, dazu beitragen, den Aufnah-
memechanismus weiter zu differenzieren.  
 
3.5 Untersuchung des nAbs-PrP Bindemotivs 
Antikörper erkennen im Allgemeinen relativ kurze Sequenzen eines großen Moleküls, 
wie z.B. eines Proteins. Diese sogenannten Epitope können entweder aus einem einzi-
gen Segment des Proteins (kontinuierliches oder lineares Epitop) oder aus verschie-
denen Teilen des Proteins, die durch Faltungsvorgänge nebeneinander zu liegen 
kommen (Konformations- oder diskontinuierliche Epitope), bestehen. In der vorliegen-
den Arbeit wurde das Epitop von nAbs-PrP genauer untersucht. Es konnte zunächst 
gezeigt werden, dass nAbs-PrP aus IVIg mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt 
werden können. Hierfür wurden die Peptide PrP106-126 und PrP106-126 A117V he-
rangezogen. Dass mit beiden Peptiden gleichermaßen nAbs-PrP aus IVIg isoliert wer-
den konnten, zeigt, dass die Mutation an Position 117 die Bindungseigenschaften von 
nAbs-PrP nicht maßgeblich beeinflusst. Um das Epitop genauer einzugrenzen, wurde 




Epitopmappings konnte die Epitopsequenz auf fünf Aminosäuren eingegrenzt werden. 
Das mutmaßliche Epitop liegt in der N-terminalen Region des Peptids und umfasst das 
Aminosäuremotiv KTNMK. Es konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass die beiden 
Lysine für das Erkennen der nAbs-PrP von besonderer Bedeutung sind: die Substituti-
on eines der Lysine mit einem Alanin führte zu einer kompletten Aufhebung der Bin-
dung. Das Ergebnis des Epitopmappings legt die Vermutung nahe, dass es sich bei 
der Bindung von nAbs-PrP an PrP106-126 um ein lineares Epitop von fünf Aminosäu-
ren handelt. Die Region um die Aminosäuren 106-126 ist eine, für die Fibrillation des 
Prionproteins wichtige Region. Dass diese von nAbs-PrP spezifisch erkannt wird, lässt 
vermuten, dass nAbs-PrP, wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, 
eine wichtige Rolle beim Prionstoffwechsel einnehmen können. Da das Binden der 
nAbs-PrP in einer Region des Prionproteins (106-110) stattfindet, in der keine bekann-
ten Mutationen der hereditären Prionerkrankungen liegen, könnten nAbs-PrP als The-
rapiemöglichkeit für alle bekannten Prionerkrankungen wirksam sein.  
Bei Bindungsstudien zu Aȕ konnte bereits gezeigt werden, dass Aȕ von nAbs-Aȕ C-
terminal erkannt wird (Dodel et al. 2011). Es scheint sich dabei, wie bei nAbs-PrP, 
auch um ein lineares Epitop zu handeln, welches die Aminosäuren 28-40 umfasst. 
Darüber hinaus konnte jedoch gezeigt werden, dass nAbs-Aȕ bevorzugt dimere und 
trimere Formen des Aȕ erkennen und binden (Dodel et al. 2011). Dies wiederum legt 
das Erscheinen eines, vielleicht durch den Oligomerisationsprozess hinzukommenden 
Konformationsepitopes für nAbs-Aȕ nahe.  
Die Generation von natürlich vorkommenden Autoantikörpern stellt für den Körper ei-
nen enormen Aufwand dar. Betrachtet man die vielen verschiedenen Erkrankungen, 
die durch die Fehlfaltung und Anhäufung körpereigener Proteine hervorgerufen werden 
können (AD, PD, Prionerkrankung), erscheint es als wenig sinnvoll, dass jede dieser 
Erkrankungen mit der Generation eines spezifischen natürlichen Autoantikörpers ein-
hergeht. Dies legt die Vermutung eines gemeinsamen, konformationsspezifischen An-
tikörpers nahe, der ein gemeinsames Epitop in der Struktur der fehlgefalteten Aggrega-
te erkennt. Diese Mutmaßung wurde bereits durch Versuche unterstützt, die eine 
Vergleichbarkeit von nAbs-PrP und nAbs-Aȕ nahelegen. So konnte die Fibrillation von 
PrP106-126 A117V sowohl mit nAbs-PrP als auch mit nAbs-Aȕ, nicht jedoch mit ft-PrP 
und ft-Aȕ gehemmt werden (präliminäre Versuche, nicht publiziert). Auch mittels eines 
Dotblots und ELISAs konnte gezeigt werden, dass nAbs-PrP neben PrP106-126 
A117V auch oligomeres Aȕ erkennt und andersherum nAbs-Aȕ auch PrP106-126 
A117V detektieren können (präliminäre Versuche, nicht publiziert). Diese Ergebnisse 
lassen in der Tat die Schlussfolgerungen zu, dass es sich möglicherweise um eine 




PrP und nAbs-Aȕ jeweils ein lineares, spezifisches Epitop und zusätzlich ein strukturel-
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Prionerkrankungen sind bislang nicht therapierbare, grundsätzlich tödlich verlaufende 
Krankheiten, die infektiösen Charakter besitzen. Dabei kommt es zur Fehlfaltung eines 
physiologisch vorkommenden Proteins, des zellulär exprimierten Prion Proteins PrPC. 
PrPC wird in eine stabile, unlösliche Form PrPSc gefaltet, welches Aggregate bilden und 
sich im Gehirn in Form von Prionplaques ablagern kann. Dadurch kommt es zu einem 
progressiven Neuronenverlust begleitet von einer profunden Mikrogliaaktivierung und 
einer Vakuolisierung der Hirnmasse. Studien in Zellkulturen und im Mausmodell haben 
gezeigt, dass Immunisierungsstrategien als potentielle Therapien bei Prionerkrankun-
gen in Betracht gezogen werden können. Natürlich vorkommende Autoantikörper 
(nAbs) wurden schon bei der Alzheimer- und Parkinson-Erkrankung nachgewiesen und 
auf ihre Wirksamkeit untersucht. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Wirk-
weise von Prion-spezifischen nAbs (nAbs-PrP) in vitro bei Prionerkrankungen. 
Wir konnten erstmalig nAbs-PrP gegen das Prionproteinfragment PrP106-126 A117V 
im Serum und CSF gesunder Probanden detektieren. Darüber hinaus konnten nAbs-
PrP aus einem kommerziell erwerblichen Pool intravenöser Immunglobuline (IVIg) mit-
tels Affinitätschromatographie isoliert werden. Der Nachweis von nAbs-PrP in huma-
nem Serum und CSF von gesunden Spendern impliziert eine physiologische Rolle von 
nAbs-PrP bei der Konversion von PrPC zu PrPSc. Tatsächlich konnte in der vorlie-
genden Arbeit gezeigt werden, dass nAbs-PrP die Fibrillenbildung des Peptids PrP106-
126 A117V konzentrationsabhängig inhibieren. Auch die toxische Wirkung des Pepti-
des auf Neurone konnte durch nAbs-PrP gehemmt werden, was vermutlich mit dem 
hemmenden Einfluss auf die Fibrillenbildung einhergeht. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass nAbs-PrP vermutlich eine bedeutende Rolle bei der Mikroglia-
vermittelten Prion-„Clearance“ spielen. Eine Behandlung der Mikrogliazellen mit nAbs-
PrP führte zu einer verstärkten Phagozytose von PrP106-126 A117V, die weder in ei-
ner Induktion pro-inflammatorischer Zytokine noch in einer Einschränkung der Zellvitali-
tät resultierte. Durch den Einsatz verschiedener Phagozytose-Inhibitoren konnte ge-
zeigt werden, dass wahrscheinlich zwei unterschiedliche Mechanismen für die 
Phagozytose von fibrilliertem Prionpeptid einerseits und für die nAbs-PrP-vermittelte 
Prionaufnahme andererseits verantwortlich sind.  
Zusammenfassend konnte in vitro gezeigt werden, dass nAbs-PrP in die pathologi-
schen Prozesse der Prionkonversion und -toxizität eingreifen können. nAbs-PrP lösten 
dabei keine inflammatorische Reaktion in Mikrogliazellen aus, sondern wirkten fördernd 
auf die „Clearance“ von fibrillierten Prionpeptiden. Diese Ergebnisse legen nahe, den 






Prion diseases are invariably fatal and infectious neurodegenerative diseases charac-
terized by the conversion of the physiological cellular prion protein (PrPC) into its iso-
form called scrapie prion protein (PrPSc). PrPSc has the tendency to form aggregates 
leading to progressive neuronal cell death, microglial activation and a spongiform de-
generation of the central nervous system (CNS). Active and passive immunization strat-
egies have been investigated in neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease 
and in animal models of prion diseases. For Alzheimer`s- and Parkinson`s disease, natu-
rally occurring autoantibodies (nAbs) have been analyzed and hypothesized as poten-
tial treatment options. Therefore, this work aimed to investigate the mode of action of 
prion specific nAbs (nAbs-PrP) in vitro in prion diseases. 
In this study, we detected nAbs-PrP in human Serum and CSF of healthy subjects. 
These autoantibodies could be successfully purified from intravenous immunoglobulin 
(IVIg) by using affinity chromatography columns conjugated with the peptide PrP106-
126 A117V. The existence of those antibodies in healthy subjects implies a physiologi-
cal role of nAbs-PrP with respect to the conversion of PrPC into PrPSc. Indeed, we 
found nAbs-PrP to break down fibril formation of PrP106-126 A117V in a dose-
dependent manner. Furthermore, nAbs-PrP were found to prevent PrP106-126 A117V 
induced toxicity in primary cortical neurons. We further examined the role of nAbs-PrP 
in microglia-mediated prion “clearance”. nAbs-PrP considerably enhanced the uptake 
of PrP106-126 A117V in microglial cells without inducing an inflammatory response or 
a loss of vitality. The application of several phagocytosis inhibitors gave first insights 
into the possible mechanisms underlying prion uptake in microglial cells. We found at 
least two separate mechanisms to be responsible for the nAbs-PrP-mediated PrP106-
126 A117V uptake on the one hand and the uptake of fibrillary PrP106-126 A117V 
alone on the other hand. 
In summary, we found nAbs-PrP to interfere with the pathological processes underlying 
prion conversion and -toxicity in vitro. In our experiments, nAbs-PrP exhibited beneficial 
effects in terms of prion-“clearance” without inducing any detrimental side effects (e.g., 
inflammatory response) in microglia cells. Therefore, it might be worth to investigate 









AD Alzheimer Disease, Alzheimer-Erkrankung 
BSE Bovine Spongiforme Enzephalopathie 
CGN Cerebellar Granule Neurons, zerebelläre granuläre Neurone 
CJD Creutzfeldt-Jakob Disease, Creutzfeldt-Jakob Erkrankung 
CSF Cerebrospinal Fluid, Zerebrospinalflüssigkeit 
EEG Elektroenzephalogramm 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
fCJD Familiäre Creutzfeldt-Jakob Erkrankung 
FDA Fluoreszein-Diazetat 
FFI Fatal Familial Insomnia, Letale familiäre Insomnie 
ft-PrP Flowthrough-PrP, Durchfluss, negative Fraktion aus IVIg 
GPI Glykosyl-Phosphoinositol 
GSS Gerstmann-Sträussler-Scheinker Erkrankung 
iCJD Iatrogene Creutzfeldt-Jakob Erkrankung 
Ig Immunglobuline 
IL-6 Interleukin-6 








nAbs Natürlich vorkommende Autoantikörper 
nAbs-Aȕ Natürlich vorkommende Autoantikörper gegen Amyloid-ȕ 
nAbs-α-syn Natürlich vorkommende Autoantikörper gegen α-Synuclein 
nAbs-PrP Natürlich vorkommende Autoantikörper gegen das Prionprotein 







PK Proteinkinase K 
PMCA Protein Misfolding Cyclic Amplification 
PRNP Prionprotein Gen 
PrPC Cellular prion protein, zelluläres Prionprotein 
PrPres Prion protein resistant, resistentes Prionprotein 
PrPSc Scrapie prion protein 
RT-QUIC Real-Time Quaking-Induced Conversion 
sCJD Sporadische Creutzfeldt-Jakob Erkrankung 
T Threonin 
TNFα Tumornekrosefaktor alpha 
V Valin 
vCJD Variante der Creutzfeldt-Jakob Erkrankung 

















Tabelle 1 Ätiologie wichtiger Prionerkrankungen beim Menschen 
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Background: AD and prion diseases both involve conformational changes and deposition of insoluble proteins; similar to
anti-A autoantibodies, anti-PrP autoantibodies may be present in healthy individuals.
Results: PrP autoantibodies (PrP-AA) purified from human IgG could significantly block PrP-(106–126) peptide fibril forma-
tion and PrP-induced neuronal death.
Conclusion: Human prion autoantibodies reduce prion peptide aggregation and associated neurotoxicity.
Significance: Purified PrP-AA may be a potential treatment for prion diseases.
Prion diseases are a group of rare, fatal neurodegenerative
disorders associated with a conformational transformation of
the cellular prion protein (PrPC) into a self-replicating and pro-
teinase K-resistant conformer, termed scrapie PrP (PrPSc).
Aggregates of PrPSc deposited around neurons lead to neuro-
pathological alterations. Currently, there is no effective treat-
ment for these fatal illnesses; thus, the development of an effec-
tive therapy is a priority. PrP peptide-based ELISA assay
methods were developed for detection and immunoaffinity
chromatography capture was developed for purification of nat-
urally occurring PrP peptide autoantibodies present in human
CSF, individual donor serum, and commercial preparations of
pooled intravenous immunoglobulin (IVIg). The ratio of anti-
PrP autoantibodies (PrP-AA) to total IgG was 1:1200. The
binding epitope of purified PrP-AA was mapped to an N-termi-
nal region comprising the PrP amino acid sequence KTNMK.
Purified PrP-AA potently blocked fibril formation by a toxic
21-amino acid fragment of the PrP peptide containing the
amino acid alanine to valine substitution corresponding to posi-
tion 117 of the full-length peptide (A117V). Furthermore,
PrP-AA attenuated the neurotoxicity of PrP(A117V) and wild-
type peptides in rat cerebellar granule neuron (CGN) cultures.
In contrast, IgG preparations depleted of PrP-AA had little
effect on PrP fibril formation or PrP neurotoxicity. The speci-
ficity of PrP-AAwasdemonstratedby immunoprecipitatingPrP
protein in brain tissues of transgenicmice expressing thehuman
PrP(A117V) epitope and Sc237 hamster. Based on these intrigu-
ing findings, it is suggested that human PrP-AA may be useful
for interfering with the pathogenic effects of pathogenic prion
proteins and, thereby has the potential to be an effective means
for preventing or attenuating human prion disease progression.
Prion diseases, or transmissible spongiform encephalopa-
thies (TSEs),2 are rapidly progressive neurodegenerative disor-
ders with untreatable invariably fatal outcomes. Disease caused
by altered forms of prion protein (PrP) include scrapie in sheep,
bovine spongiform encephalopathy in cattle, as well as the
human forms Kuru, Creutzfeldt-Jakob disease (CJD and vCJD),
and the Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) syndrome (1).
These diseases are most likely caused by misfolding and aggre-
gation of the normal host protein (PrPC) into a highly insoluble
formPrPSc. In this process, a portion of the-helix and random
coil structure of PrPC, which is ubiquitously expressed in neu-
rons and leukocytes, adopts the PrPSc -pleated conformation,
rendering the protein poorly soluble in water and resistant to
protease digestion (1). Autopsy on the brains of prion disease
patients has identified amyloid plaques comprised of insoluble
PrPSc aggregates deposited around neurons in affected brain
regions, which is thought to induce neuronal dysfunction and
death, thus producing the clinical symptoms of infection (1–7).
The primacy of a single protein causing disease across species
by diverse mechanisms is unique in biology.
To date, there are no therapeutic treatments available for
prion diseases. However, recent studies in cultured cells and
mice indicate that immunotherapeutic strategies employing
antibodies against the cellular form of PrPC can antagonize
prion infectivity and disease development. Monoclonal anti-
bodies (mAbs) or recombinant F(ab) fragments recognizing
PrP effectively prevented prion infection of susceptible mouse
neuroblastoma cells and abrogated de novo PrPSc formation in
chronically infected cells (8–9). In addition, passive transfer of
a PrP mAb into scrapie-infected mice suppressed peripheral
prion replication and infectivity, and significantly delayed onset
of the disease (10–12).Notably, no obvious adverse effectswere
observed in these studies. These findings suggest that immuno-
1 To whom correspondence should be addressed: Department of Neurology,
School of Medicine, Indiana University, 975 W. Walnut St. IB 457, Indianap-
olis, IN 46202. Tel.: 317-278-0220; Fax: 317-274-3587; E-mail: ydu@iupui.
edu.
2 The abbreviations used are: TSE, transmissible spongiform encephalopa-
thies; PrP, prion protein; CJD, Creutzfeldt-Jakob disease; AD, Alzheimer dis-
ease; IVIg, intravenous immunoglobulin; PrP-AA, anti-PrP autoantibodies;
CGN, cerebellar granule neuron; A, beta amyloid.
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therapeutic strategies for human prion diseases are worth
pursuing.
Recently, we and others (13–14) have suggested that an
impaired or reduced ability to generate antibodies specific for
beta amyloid (A) peptides may be one mechanism contribut-
ing to Alzheimer disease (AD) pathogenesis. Intravenous
immunoglobulin (IVIg) preparations containing natural levels
of anti-A antibodies or purified autoantibodies against A
have shown beneficial effects in trials with AD patients (13,
15–17). We have demonstrated that these autoantibodies pre-
vent or disaggregate A fibril formation and block their toxic
effects in primary neurons (18).
Since the pathogenic mechanisms of AD and prion diseases
both involve toxic conformational changes and deposition of
insoluble protein aggregates (1, 19–23) and given the early suc-
cesses with natural A autoantibodies for treatment of AD, we
hypothesized that anti-PrP autoantibodies (PrP-AA) may also
be present in blood products derived from healthy individuals.
The potential for efficacy of PrP-AA is also based on results
demonstrating the ability of mouse mAbs to prevent fibril for-
mation, disaggregate already formed fibrils, and inhibit the
neurotoxic effect of PrPSc (24). A benefit of purified human
PrP-AAover humanizedmousemAbs is a reduced potential for
neutralizing host responses to residual mouse sequences in the
chimeric antibody.
A peptide fragment spanning human PrP sequences 106–
126 (PrP106–126) possesses several chemicophysical character-
istics of PrPSc, including the propensity to form -sheet-rich,
insoluble, and protease-resistant fibrils similar to those found
in prion-diseased brains (25–26). This peptide has been widely
used in an in vitromodel to study PrPSc-induced neurotoxicity
(27–32). A mutation in the prion protein gene (PRNP) leading
to a substitution of valine for alanine at peptide position 117
(A117V) is associated with GSS syndrome, an inherited prion
disease (33–35) that is characterized by multi-centric amyloid
plaques in the cerebellum and cortex (36). The A117V muta-
tion lies within the PrP106–126 region. The finding that a mod-
ification of PrP106–126(A117V) alters the toxic mechanism in
vitro suggests that there may be heterogeneity in the mecha-
nism of neurotoxicity of PrPSc. The mechanism underlying the
neurotoxic effects of PrP106–126(A117V) includes at least two
components: The first is similar to that of PrPSc, which requires
the presence of microglia and neuronal PrPC expression; while
the second is independent of neuronal PrPC expression or pres-
ence of microglia (36).
In this study, we have found evidence that PrP-AA are pres-
ent in human CSF and serum. These autoantibodies could be
successfully purified from IVIg by using affinity chromatogra-
phy columns conjugated with PrP106–126(A117V) peptide.
Additionally, we identified a five amino acid binding epitope for
PrP-AA. Furthermore, we demonstrated that purified PrP-AA
effectively protects cultured cerebral granule neurons (CGN)
against wild type andmutant PrP106–126 induced neurotoxicity.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Purification of PrP-AA and Autoantibodies against A—The
protocol was adapted from a previously describedmethod (13).
Disposable chromatography columns were packed with CNBr-
activated Sepharose 4B (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ). PrP106–126(A117V) (Bachem) and A1–40 (Invitrogen)
were conjugated to Sepharose beads (0.6 mg/ml drained Sep-
harose) according to the manufacturer’s instructions. The
labeled Sepharose columns were equilibrated and washed with
PBS (pH 7.4). After passing individual donor or commercial
pooled human IgG (Baxter or Octapharm) through the col-
umns and collecting the unbound (i.e. pass-through) fractions,
bound IgG fractions were released by passing elution buffer (50
mM glycine at pH 2.5) through the column. The pH-neutralized
fractions were collected and tested by ELISA.
Epitope Mapping of Purified PrP-AA—An array of 11 amino
acid peptides, which were sequentially frame shifted by one
residue or had single amino acid replacements, were synthe-
sized on a cellulose membrane (Department of Biochemistry,
Schulich School ofMedicine andDentistry, University ofWest-
ernOntario) using the spotmethod ofmultiple peptide synthe-
sis (37–38). During themapping study,membranes boundwith
peptides were prepared bywashingwith 100% ethanol and PBS,
three times each, followed by blocking with 5% no-fat milk in
PBS overnight at 4 °C. The membrane was then washed with
PBS once more before adding 0.2 g/ml purified PrP-AA and
incubating overnight at 4 °C. After incubating with anti-human
IgG HRP antibody (1:2000), the blots were visualized with the
Super Signal chemiluminescence substrate (Pierce).
ELISA—The ELISA assay for PrP-AA was modified from a
previously described method (13). 96-well ELISA plates were
coated with PrP106–126 (A117V) that was dissolved in a coating
buffer (1.7 mM NaH2PO4, 98 mM Na2HPO4, 0.05% sodium
azide, pH 7.4).
Determination of PrP-AA Isotype—The IgG subclasses of
purified antibody samples were determined using a Quanti-
body human Ig isotype array (Raybiotech, INC, cat
QAH-ISO-1-1).
Immunoprecipitation of PrP and PrPSc by Purified PrP-AA—
Reactionmixtures of homogenates in buffer containing 100mM
NaCl and 25 mM Tris/HCl (pH 7.4) were prepared from the
cerebellum of a PrP(A117V) transgenic mouse and the brain of
a hamster inoculated with Hamster Scrapie Strain Sc237 (10%
v/v, InPro Biotechnology, South San Francisco, CA) (39). After
centrifuging at 11,000  g for 30 min at 4 °C, the mouse or
hamster brain homogenates (2.5 or 100 mg/ml, respectively)
were incubated with or without 100g/ml proteinase K (PK) at
37 °C for 2 h. PK digestion was terminated with 10 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride and heated at 100 °C 5 min. Cooled
reactionmixtures were incubated overnight at 4 °Cwith 1g of
purified human PrP-AA or purified human autoantibodies
against A. Protein A-agarose was added, and a second over-
night incubation was performed, followed by centrifuging and
washing three times with PBS. Immunoprecipitates were
loaded into 4–12% NuPage Bis-Tris gel (Invitrogen NP0321)
for Western blotting with diluted (1/2000) commercial anti-
PrP monoclonal antibodies (3F4, Chemicon, AB1562; and
6D11, Santa Cruz Biotechnology, sc-58581) followed by horse-
radish-peroxidase-conjugated goat anti mouse IgG. Binding
was visualized by enhanced chemiluminescence (Thermo Sci-
entific, 34095). The 3F4 monoclonal antibody was raised
against amino acids 109–112 of human PrP. According to the
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manufacturer, 3F4 recognizes both protease sensitive and
resistant forms of human and hamster PrP, but not mouse PrP
after denaturing. Monoclonal antibody clone 6D11 was raised
against amino acids 93–109 of human PrP. According to the
manufacturer this antibody recognizes PrPc as well as PrPSc of
human, mouse, and hamster origin.
Fluorometric Experiments—Fluorometry has been previ-
ously described (18, 40). Synthetic PrP106–126 was incubated
with or without purified PrP-AA in PBS buffer at 37 °C over-
night. Samples were added to 50 mmol/liter glycine pH 9.2, 2
mol/liter thioflavin T (Sigma) in a final volume of 2 ml. Fluo-
rescence was measured spectrophotometrically at excitation
with emission wavelengths of 435 nm and 485 nm, respectively.
Samples were run in triplicate and were plotted with the
mean  S.D.
Electron Microscopy—Synthetic PrP106–126 was incubated
with or without purified PrP-AA in PBS buffer at 37 °C over-
night. 2l of each samplewere dropped onto 300mesh carbon/
formvar-coated grids and allowed to absorb for 3min. A drop of
the negative stain (NanoVan, Nanoprobes, Inc. Yaphank, NY)
was placed on the grid for 8–10 s and thenwicked off for drying.
Images were taken using a Tecnai G12 BioTwin transmission
electron microscope (FEI, Hillsboro, OR) with an AMT CCD
camera (Advanced Microscopy Techniques, Danvers, MA).
Mass Spectrometry—Electrospray ionizationmass spectrom-
etry (ESI-MS,API 4000,AppliedBiosystems)was used to detect
the monomer of PrP. The instrument was equipped with a
Z-spray ionization source. Both nebulizer and desolvation
gases were nitrogen and the collision gas was argon.Mass spec-
trometric parameters were set as follows: collision gas (CAD) 8,
curtain gas (CUR) 10, ion source gas 1 (GS1) 15, ion source gas
2 (GS2) 35, electrospray voltage 5000 in positive ion scanmode,
and dry temperature at 500 °C. Themixture ofmethanol, water,
and formic acid (90:10:0.1, v/v/v) were used as themobile phase
with a flow rate 0.2ml/min. Synthetic PrP106–126was incubated
with or without purified PrP-AA in PBS buffer at 37 °C over-
night. The samples were filtered and directly infused into the
mass spectrometer (10 l) through a LC system (Agilent 1100)
with an auto sampler. All data were acquired at least in tripli-
cate to confirm the reproducibility of the results.
Primary Rat Neuronal Culture and Neurotoxicity Assays—
CGN were prepared from 7-day-old Sprague-Dawley rats as
described previously (41). Briefly, rat CGN cells were prepared
and seeded into 48-well poly-l-lysine-coated culture plates at a
cell density of 2  105 cells/well in the BME medium with 10%
fetal bovine serum and 25mMKCl (Sigma). After incubating for
24 h, 10 M cytosine arabino-furanoside (Sigma) was added to
prevent glial proliferation. These cultures contain about 95%
neurons (95% granule cells) with the remaining 5% of non-neu-
ronal cells, mainly of astrocytic type (42–43). Treatments were
performed after 14 days in vitro. PrP106–126 (A117V or 117A) or
scrambled PrP106–126 (NGAKALMGGHGATKVMVGAAA)
was pre-incubated in PBS, pH 7.2 at 37 °C for 48 h in the
absence or presence of purified PrP-AA in vitro and was then
added to cells. After the exposure of the cells to these incubates
for 3 days, cell viability was determined by staining neurons
with fluorescein diacetate/propidium iodide.
Glial Cell Culture—Primary cultures of rat cerebellar astro-
glial cells were prepared from the cerebellum of 7-day-old
Sprague-Dawley rats as previously described (44–45). Cells
dissociated from cerebella were plated at a density of 5  105/
well on 24-well plates coated with poly-L-lysine and cultured in
a complete medium containing 10% FBS. After 3 days, the
mediumwas replacedwith a fresh one containing 10% FBS, and
the cells were cultured for additional 3–4 days before treatment
until they were more than 90% confluent. As previous reports
state, these cultures are composed of up to 90% of astrocytes
positive for glial fibrillary acidic protein (44, 46).
Generation of Mice Heterozygous for the PRNPA117V Allele—
The plasmid expression vector (pProPrpHGSal) (47), contain-
ing the proximal half of genomic mouse PNRP, including the
promoter and coding sequences of exon 1, intron 1, and exon 2
fused to exon 3, was used to create the chimera.We inserted the
hamster open reading frame (ORF) in place of themurineORF.
The hamster ORF sequence was amplified using PCR with
hamster cDNA as the template and GCTATGTGGACTGAT-
GTCGGC; CAGGGCCCACTAGTGCCAAG as the forward
and reverse primers. The PCR fragment was cloned initially
into pIRESneo. An A117V mutation (A1173V) was intro-
duced by using the Quick Change Mutagenesis Kit (Strat-
agene). The mutation and absence of polymerase errors were
verified by sequencing. The ApaI/PshA I insert was released
and inserted in place of the murine ApaI/PshA I within the
pProPrpHGSal vector, leading to a construct termed SHa-Mo
PrP. An 11-kb DNA fragment containing the A117V mutant
allele of the PNRP genewas excised from vector pProPrpHGSal
by Not/SalI digestion and injected into the pronuclei of fertil-
ized oocytes from PNRP knock-out mice (47). Genomic DNA,
isolated from tail tissue of weanling animals, was screened for
the presence of incorporated mouse/hamster chimeric PRNP
transgene using PCR primers. The forward primer sequence
(5-CAA CCG AGC TGA AGC ATT CTG CCTT-3) is in the
mouse PrP region and the reverse primer sequence (5-CAC
GCG CTC CAT TAT CTT GAT G-3) is in the hamster PrP
region.
RESULTS
After identifying PrP-AA in all human CSF and serum sam-
ples from five normal individuals by using ELISA, we developed
and used an affinity column coated with the mutant human
PrP sequence encompassing residues 106–126 (KTNM-
KHMAGAAVAGAVVGGLG), which is termed PrP106–126
(A117V), to isolate human PrP-AA from IVIg or serum from
individual blood specimens. An intense signal was observed
with antibody capture of PrP106–126(A117V) in an ELISA assay
using bound PrP-AA (Fig. 1). The non-binding fraction (“pass-
through” (PT)) was depleted of antibodies which bound
PrP106–126(A117V) (Fig. 1). In contrast, purified PrP-AA could
not be detected by ELISA coated with the unrelated A1–40
peptide (data not shown).
The specificity of PrP-AA was evaluated by immunoprecipi-
tating PrP(A117V) from homogenates of brains from trans-
genic mice that express the human sequences encompassing
residues 106–126. This was accomplished by knocking-in a
hybrid mouse/hamster PNRP gene containing the A117V sub-
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stitution, which has been used previously to investigate GSS
(48). It has already been established that hamster PrP binds a
human single chain PrP antibody (49), suggesting that brains
expressing the coding region of the hamster protein could bind
to human PrP antibodies. We confirmed the expression of
PrP(A117V) in transgenic mouse brain homogenates using the
commercially available mouse monoclonal antibody 3F4. This
antibody recognized a protein of the correct mobility (29
kDa) in brain homogenates from transgenic PrP (A117V)mice,
but not wild type or PNRP knock-out mice (Fig. 2A). Immuno-
precipitation of 29 kDa proteins from brain homogenates of
PrP(A117V) transgenic mice was accomplished with purified
PrP-AA; whereas, no protein bands where observed after
immunoprecipitation with PrP-AA-depleted IVIg (PT) (Fig.
2B). Western blotting of homogenates from brains of
PrP(A117V) or PNRP knock-out mice demonstrated a major
band corresponding to PrP only in the cortex and cerebella of
the transgenic mice (Fig. 2C). Of note, although other minor
protein species were evident upon detection of PrP-AA immu-
noprecipitates with the unrelated 3F4 antibody, PrP(A117V)
was by far the predominant protein band observed (Fig. 2C).
Taken together, these data indicate that PrP-AA binds
PrP(A117V) with high specificity and affinity. Additionally, to
examine whether PrP-AA could bind to protease-resistant
PrPSc conformers, brain homogenates isolated from a Sc237
hamster pretreated with or without PK were immunoprecipi-
tated by PrP-AA or autoantibodies against A as a negative
control. We clearly demonstrated that purified PrP-AA recog-
nized both PrP and PK-resistant PrPSc (27–30 kDa) (Fig. 2D).
The titer of PrP-AA in IVIg was determined to be 1:1200
within a total IgG concentration of 10 g/100 ml. The distribu-
tion of different IgG subclasses in the purified PrP-AA were as
follow: IgG1 74.2%, IgG2 12%, IgG3 11.4%, and IgG4 2.4%.
Thus, the IgG subclasses of purified PrP-AA are similar to the
distribution of IgG subclasses in IVIg products and human
serum. Furthermore, the PrP-AA binding epitope was deter-
mined using an array displaying a series of modified PrP106–126
peptides (Fig. 3, A and B). Binding of PrP-AA occurs at the
extreme N terminus of PrP106–126, and requires, at a minimum
residue KTNMK (106–110) as demonstrated in Fig. 3,C andD.
Both lysines in this motif are critical for high affinity antibody
binding since substitution or deletion of either completely abol-
ished PrP-AA binding (Fig. 3).
Next we investigated by electron microscopy, mass spec-
trometry, and fluorometric measurement using a Thioflavin T
(ThT) reagent that binds specifically to fibrillar structures
whether purified human PrP-AA could block PrP fibril forma-
tion as well as disaggregate preformed fibrils (Fig. 4). Dose-
response and kinetic studies showed that pre-incubating
PrP106–126 monomers or preformed peptide fibrils with puri-
fied human PrP-AA dose-dependently prevented fibril forma-
tion and disrupted preformed fibril structures in a time-depen-
dent manner, as evidenced by a substantial decrease in ThT
fluorescence (Fig. 4, A and B) compared with the control using
PT. These findings were confirmed in independent experi-
ments using various concentrations of PrP-AA and reaction
time (Fig. 4, C and D).
To confirm findings obtained from the ThT fluorescence
assay and to exclude interference of ThT bound with PrP fibrils
by antibodies, fibrils, and monomers were visualized by elec-
tron microscopy and measured by mass spectrometry. The
mass spectra of PrP monomers incubated with (Fig. 4D) or
FIGURE 1. Analysis of PrP106 –126(A117V) binding by purified PrP-AA in an
ELISA assay. Purified PrP-AA, non-binding, pass-through IgG (PT) or original
IVIg (all at 1 g) were added to PrP106 –126(A117V) peptide-coated wells. After
washing, bound antibodies were detected with horseradish peroxidase-con-
jugated secondary anti-human IgG antibodies. Purified PrP-AA showed an
enhanced signal compared with the original IVIg; whereas, the PT IgG was
greatly diminished in binding capacity. E, PrP-AA; PT, pass-through IgG
depleted of PrP-AA; IVIg, original IVIg used to purified PrP-AA; **, p  0.01; ***,
p  0.001. FIGURE 2. Characterization of PrP-AA specificity for PrP. A, A117V trans-
genic mice, but not wild-type (WT) nor PNRP knock-out (KO) mice, were
shown to express the PrP protein, which was detectable in brain homoge-
nates using the murine monoclonal antibody 3F4. B, visualization of
PrP(A117V) in brain homogenates (500 g protein) of transgenic mice by
immunoprecipitation with purified PrP-AA (E) or PT. Immunoprecipitated
complexes were subjected to Western blot analysis with 3F4 antibody. C,
purified PrP-AA recognized the PrP protein in Western blots of brain cortex
and cerebellar (Cere) homogenates of A117V transgenic mice but not KO
mice. Although, multiple bands were observed with overexposure, the
strongest signal corresponded to the approximately band of 29 kDa PrP
(A117V) observed in PrP(A117V) transgenic mice. D, Western blot analysis of
immunoprecipitates from brain homogenates (1 mg transgenic mouse cere-
bellum and 10 mg Sc237 hamster brain) pretreated with or without protein-
ase K using PrP-AA or autoantibodies against A. An anti-PrP antibody 6D11
which detects both mouse and hamster PrP, was used for detecting antibody.
Numbers adjacent to horizontal lines indicate positions of molecular mass
markers (kDa). 10 l samples were loaded in each lane. Purified PrP-AA rec-
ognized both PrP and PK-resistant PrPSc (27–30kDa). Autoantibodies against
A did not recognize PrP nor PK-resistant PrPSc (27–30kDa). The photo was
selected from a single representative experiment that was repeated three
times with similar results. PT, pass-through IgG depleted of PrP-AA. A-AA,
autoantibodies against A
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without (Fig. 4E) PrP-AA revealed that PrP-AA treatments sig-
nificantly increased the well-resolved PrPmonomer peak, indi-
cating that PrP-AA blocked PrP fibril formation. Electron
microscopic examination of these reactions confirmed the data
from mass spectrometry (Fig. 4, E and F).
We next assessed whether PrP-AA could protect cultured
primary rat neurons from toxicity of predominantly fibrillar
PrP106–126, as determined by measuring viability using FDA/PI
stains (Figs. 5 to 7). The addition of PrP106–126 was allowed to
form fibrils before addition induced neuronal death in a dose-
dependent fashion (Fig. 5A). In contrast, a control peptide with
a scrambled PrP106–126 sequence showed no neurotoxicity
compared with PrP106–126 (Fig. 5B). These data demonstrate
the specific toxicity to CGN of PrP106–126, which had been
allowed to form fibers before addition.
Next we tested whether neurotoxicity of PrP106–126 mono-
mers or fibers could be blocked by pre-incubating with purified
PrP-AA before adding to cultures of CGN. Human PrP-AA
almost completely prevented neurotoxicity of the mutated
PrP106–126(A117V) added as monomers (Fig. 6A) or preformed
fibrils (Fig. 6B). In addition, PrP-AA also potently blockedwild-
type PrP106–126-induced neurotoxicity (Fig. 6C). Conversely,
PrP-AA-depleted fraction of IVIg failed to protect against neu-
rotoxicity produced by either peptide.
Previous studies reported that, unlike the wild-type peptide,
PrP106–126(A117V) fibrils induce inflammation-mediated neuro-
toxicity (36). To confirm that purified human PrP-AA protected
against inflammation related neurotoxicity of PrP106–126(A117V),
we applied co-culture system of CGN combined with glia cells.
Consistentwith theprevious report, treatment of thesemixed cul-
tures with preformed PrP106–126(A117V) fibrils led to markedly
greater CGN death (Fig. 7) compared with treatment of CGN
monocultures (Fig. 6). This toxicity was greatly reduced with
PrP-AA pretreatment of fibrils (Fig. 7). In contrast, PT demon-
strated no neuroprotective effects.
DISCUSSION
Wehave identified specific prion protein-binding antibodies
in both sera and CSF from normal individuals and have dem-
onstrated neutralization of PrP toxicity in primary cerebellar
neurons. This is the first identification and isolation of PrP anti-
bodies from subjects with no documented exposure to prion
antigens. Both immunoprecipitation and Western blot data
suggest that PrP-AA strongly binds to the PrP monomer and
PrPSc.We speculate that these autoantibodiesmay have normal
physiological functions of immune-mediated PrP replication
control or clearance, similar to what we have previously postu-
lated for circulating A antibodies (13, 15). Our results demon-
strate that human PrP-AA can be isolated from currently mar-
keted IVIg; thus, the potential for producing a consistent
product to test in the clinic is enhanced.
It has been previously suggested that PrP antibodies may be
an effective immunotherapy for prion diseases (50). Interest-
ingly, even though TSE is a CNS disease, PrPSc accumulates in
lymphoid tissues before CNS involvement. Accordingly,
lymphoid PrPSc represents an early primary target for thera-
peutic strategies, given the greater accessibility of peripheral
tissues compared with privileged CNS system which signifi-
cantly impedes penetration of the antibodies through the blood
brain barrier. Possible immunotherapies are active immuniza-
tion with a PrP antigen or passive immunization with selective
antibodies. Development of an active immunization therapy
may be problematic since prion infections do not elicit a classi-
cal immune response and there likely would be great reticence
to immunize asymptomatic or uninfected individuals given the
known infectivity of this peptide (50). In addition, a phase II
clinical trial in AD patients testing active immunization with
the A epitode, AN1792, failed due to severe side effects. Pas-
sive immunization, on the other hand, may represent a better
approach given the lack of issues cited above.
Our present finding of fairly abundant levels of PrP-AA in
normal human sera and concentrated pooled IgG, which can be
purified and concentrated, represents a new opportunity for
rapidly developing an effective and relatively safer immuno-
therapy for prion diseases. Alternatively, a humanized mono-
clonal antibody targeting the PrP epitope could be developed
based on the binding sequence of PrP-AA. Although monoclo-
nal antibodies may be viewed as more optimal than purified
polyclonal antibodies from the standpoint of consistency of
preparation, there is still concern that chronic dosing with
humanized antibodies may generate anti-idiotypic responses
directed to the residual mouse CDR sequences.
We demonstrate that purified PrP-AA dramatically inhibit
PrP fibril formation and disrupt preformed PrP fibrils, as
reported in previous studies usingmouse PrP antibodies (8–9).
The epitope for human PrP-AA is a unique, within the human
genome, five-amino acid sequence located at the N terminus of
FIGURE 3. Mapping PrP-AA binding epitopes. Domain specificities of
PrP-AA were determined using a peptide microarray. Sequences of either
sequentially one amino acids shifted (A) or single amino acids deletions (C)
peptides within region PrP106 –126 which were synthesized and spotted on
membranes are displayed in A and C. Membranes were then probed with
PrP-AA (2 g/ml) and then HRP conjugated anti-human-IgG antibody (tripli-
cate membranes were probed). The sequence motif KTNMK appeared to be
highly important since only peptide 1 is bound by PrP-AA, as shown in panel
B. Further validation came from experiments shown in panel D, which show
strong binding only when residues 1–5 are present, implying the two lysines
(KXXXK) are key elements for binding.
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FIGURE 4. Effects of PrP-AA on PrP peptide’s fibril formation. A, dose-response study of PrP106 –126(A117V) fibril formation and PrP-AA effects. B, kinetic study
of 50 M PrP106 –126(A117V) fibril formation and 0.07 M PrP-AA effects. C, incubation of 50 M PrP106 –126(A117V) peptides with or without purified PrP-AA in
PBS. Purified PrP-AA significantly inhibited PrP106 –126(A117V) fibril formation. D, incubation of preformed fibrils from 50 M PrP106 –126(A117V) peptides with
purified PrP-AA (E, 0.07 M) or pass-through IgG (PT, 0.07 M) in PBS for 48 h. Purified PrP-AA significantly disaggregated preformed PrP106 –126(A117V) fibrils as
measured by ThT staining. Samples were run in triplicate and plotted as the mean  S.D. (***, p  0.001; **, p  0.01; *, p  0.05 compared with PrP only,
one-way ANOVA). Representative data from triplicate mass spectra of the PrP106 –126(A117V) monomer with (E) or without (F) PrP-AA were inserted to E and F.
Electron micrographs of the products from experiments are shown in E and F (scale bar  500 nm). E, PrP-AA; PT, pass-through IgG depleted of PrP-AA.
FIGURE 5. Neurotoxicity of PrP peptides on CGN. Dose-dependence of PrP106 –126(A117V) fibril neurotoxicity was examined in CGN. The neurons were
exposed to different dosages of PrP106 –126(A117V) (5 M to 100 M) (A) or PrP106 –126(A117V) (100 M) and scrambled control peptide (100 M) (B) for 3 days. Cell
viability was determined by staining neurons with fluorescein diacetate/propidium iodide. Values are expressed as percentages (%) of control (untreated). The
data represent the mean  S.D. (bars) values of triplicate determinations from a single but representative experiment, which has been repeated three times
with similar results (**, p  0.01; ***, p  0.001 by one-way ANOVA).
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the PrP106–126 peptide, which is conserved between humans
and hamster PrP. Human PrP-AA recognizes the full-length
hybrid hamster/mouse prion protein containing the A117V
mutation when expressed in a transgenic mouse line. Interest-
ingly enough, humanPrP-AAalso directly and strongly binds to
a well known hamster protease-resistant PrPSc protein, SC237,
indicating human IgG, somehow,may be involved in protecting
humans to resist prion infections at a certain degree. The find-
ing that PrP-AA binding is disrupted by mutating a small
stretch of amino acids exclusively, suggests that the pool of
purified IgG is comprised of only a small number of antibody
clones. Furthermore, it identifies a discrete region within the
full-length peptide that is crucial for fibril formation and neu-
rotoxicity. Since binding occurs at a region of the PrP protein
(e.g. 106–110) without knownmutations, this purified PrP-AA
should be effective for treatment of all prion diseases. Indeed,
we have demonstrated prevention of both wild type and
PrP106–126(A117V) fibril formation and peptide-induced neu-
rotoxicity. In addition, the different pathways of neuronal death
induced by these two peptides suggest that PrP-AAmay have a
broad function to treat prion diseases besides GSS. Addition-
ally, since PrP-AA could interact with PrPSc, it is necessary to
perform a future study to showwhether the humanPrP-AAcan
interfere with human PrPSc formation, replication, and PrPSc-
induced neurotoxicity in the brain. Additionally, it is also
important in future studies to test the effect of the PrP-AA on
aggregation of full-length PrP or the N-terminal domain of
wild-type PrP. Experiments are currently underway in trans-
genic models expressing various forms of the full-length pro-
tein to test this prediction.
This study provides strong evidence that PrP-AA is found in
normal human blood and CSF and can be easily purified from
pooled IgG. The similar features of PrP-AA to autoanti-A
antibodies suggests treatment of prion diseases with PrP-AA is
FIGURE 6. Effects of PrP-AA on wild type or mutant PrP106 –126 induced neurotoxicity. Exposure of rat CGN to 50 M PrP106 –126(A117V or wild type) fibril
resulted in a reduction of neuronal survival during a 3 day incubation period. Purified PrP-AA (0.07 M) significantly attenuated PrP106 –126(A117V) fibril-induced
neuronal death. A, PrP106 –126(A117V) peptides (50 M) were incubated with PrP-AA (0.07 M) before being exposed to neurons. B, preformed PrP106 –126(A117V)
fibrils were incubated with PrP-AA (0.07 M) before being exposed to neurons. C, preformed wild-type PrP106 –126(117A) fibrils were incubated with PrP-AA (0.07
M) before exposed to neurons. Cell viability was determined by staining neurons with fluorescein diacetate/propidium iodide. The data represent the mean 
S.D. of triplicate determinations from a representative experiment repeated at least three times with similar results (*, p  0.05; ***, p  0.001, compared with
PrP106 –126 only, one-way ANOVA). Con, untreated cultures; PrP, PrP106 –126 (A117V or wild type) peptides; E, PrP-AA; PT, pass-through IgG depleted of PrP-AA.
FIGURE 7. Analysis of PrP-AA in the culture system. The PrP-AA prevented
PrP106 –126(A117V) induced neurotoxicity in a neuron-glia co-culture system.
Purified PrP-AA significantly blocked PrP106 –126(A117V) fibril-induced neuro-
nal death in the co-cultured system. CGN-glia were treated with 50 M PrP106 –
126(A117V) fibril only and PrP106 –126(A117V) fibril that had been preincubated
with 0.07 M PrP-AA for 24 h. Cell viability was determined by staining neu-
rons with fluorescein diacetate/propidium iodide. Values are expressed as
percentages (%) of control (untreated). The data represent the mean  S.D.
(bars) values of triplicate determinations from a single but representative
experiment, which has been repeated three times with similar results (**, p 
0.01, by one-way ANOVA). PrP, PrP106 –126(A117V) peptides; E, PrP-AA; PT,
pass-through IgG depleted of PrP-AA.
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highly feasible, especially since whole IVIg clinical trials for AD
are currently ongoing and have demonstrated some efficacy
(51). Thus, administration of purified human PrP-AA or IVIg
may be used some day to prevent or slow down prion disease
progression.
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Abstract
In prion disease, a profound microglial activation that precedes neurodegeneration has been observed in the CNS. It is still
not fully elucidated whether microglial activation has beneficial effects in terms of prion clearance or whether microglial
cells have a mainly detrimental function through the release of pro-inflammatory cytokines. To date, no disease-modifying
therapy exists. Several immunization attempts have been performed as one therapeutic approach. Recently, naturally
occurring autoantibodies against the prion protein (nAbs-PrP) have been detected. These autoantibodies are able to break
down fibrils of the most commonly used mutant prion variant PrP106-126 A117V and prevent PrP106-126 A117V-induced
toxicity in primary neurons. In this study, we examined the phagocytosis of the prion peptide PrP106-126 A117V by primary
microglial cells and the effect of nAbs-PrP on microglia. nAbs-PrP considerably enhanced the uptake of PrP106-126 A117V
without inducing an inflammatory response in microglial cells. PrP106-126 A117V uptake was at least partially mediated
through scavenger receptors. Phagocytosis of PrP106-126 A117V with nAbs-PrP was inhibited by wortmannin, a potent
phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor, indicating a separate uptake mechanism for nAbs-PrP mediated phagocytosis. These
data suggest the possible mechanisms of action of nAbs-PrP in prion disease.
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Introduction
Prion diseases are a group of transmissible neurodegenerative
diseases characterized by progressive neuronal cell death, astro-
gliosis and microglial activation, leading to a spongiform
degeneration of the central nervous system (CNS). The hallmark
of the disease is the conversion of the physiological cellular prion
protein (PrPC) into its isoform called scrapie prion protein (PrPSc).
This conversion is followed by further oligomerization and
fibrillation, which has a pathological effect on cells. PrPSc is
characterized by high b-sheet content, protease resistance and a
potential to accumulate into aggregates [1,2].
Recently, autoantibodies against the prion protein (nAbs-PrP)
have been detected [3]. They are able to block the fibrillation into
aggregates of prion peptides in vitro and can further reduce the
toxicity of the peptides on cultured primary neurons. Naturally
occurring autoantibodies (nAbs) are part of the innate immune
system and make up 2/3 of the total IgG in humans [4]. nAbs
have also been detected against other aggregating proteins,
including b-amyloid (Ab), tau and a-synuclein, and their role in
neurodegenerative diseases is a major topic of current research
[3,5,6,7].
Prion-induced toxicity to neuronal cells depends on PrPC
expression, as cells from PrP0/0 mice are not susceptible to prion
exposure [8]. The toxicity of prion peptides to neuronal cells
further requires the presence of microglial cells [9,10]. The release
of destructive oxidants by microglial cells is involved in this
mechanism [8]. Microglial cells play an important role in
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease. However,
it is still controversial whether they play a protective role by
secreting neurotrophic and anti-inflammatory molecules and
support the clearance of accumulated proteins or whether they
contribute to disease progression by releasing several cytotoxic
substances, such as nitric oxide (NO) and pro-inflammatory
cytokines [11]. In prion disease, microglial activation precedes
neuronal cell death, indicating a potential detrimental role of
microglia [12]. On the other hand, microglia internalize PrPSc and
prion peptides, suggesting a clearance activity of microglial cells in
prion disease [13].
Therefore, we aimed to analyze whether primary microglial
cells phagocytose PrP106-126 A117V and whether this uptake can
be influenced by nAbs-PrP. PrP106-126 A117V is a synthetic
peptide carrying residues 106-126 of human prion protein with an
A117V mutation, which is linked to Gerstmann-Straeussler-
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Scheinker-syndrome. PrP106-126 A117V exhibits some of the
physiochemical and pathogenic properties of PrPSc, including the
formation of fibrils and the ability to induce apoptosis in neuronal
cells [14,15]. Compared to PrP106-126, it forms fibrils even faster
in vitro [16], and both peptides are widely used to mimic the effect
of PrPSc in vitro.
Materials and Methods
Ethics Statement
All animal procedures were conducted according to current
German law for animal welfare and were announced to the
Regierungspra¨sidium Giessen (district president). Approval by an
institutional animal welfare committee as such is not required for
this type of experiment. According to current German law
(TierSchG, 16 Abs. 1, Nr. 4), it is sufficient to announce these
experiments to the district president (http://www.rp-giessen.
hessen.de/irj/
RPGIE_Internet?cid = efcda20a6301329333db4f7e186a14d1). All
animal procedures were approved by the office of the district
president and the Institutional Animal Care and Use Committee
of the University of Marburg.
Primary Cell Culture
Primary mouse cell cultures were prepared from embryonic day
13.5 (E13.5) Swiss Webster mice. Pregnant mice were purchased
from Janvier at the stage when the embryo was at day 12.5 (Janvier,
Le Genest-saint-Isle, France) and housed overnight in our animal-
care facility until sacrifice. Mice were housed on a 12-hour light-
dark schedule (lights on 07:00–19:00). They had free access to tap
water, were fed ad libitum and were kept under standard conditions.
The oldest embryo used during the latest period of this study was
13.5 days. After pregnant dams were sacrificed by cervical
dislocation by experienced researchers, embryos were removed
from the uterus. Embryonic death was confirmed by dislocating
their heads before preparation of the brain.
Mesencephalons were used for the preparation of microglial cell
cultures to achieve highest yield of microglial cells [17]. Briefly,
mesencephalons from embryonic brains, were collected in 2 ml
Leibovitz L-15 medium (PAA Laboratories, Pasching, Austria) and
homogenized by gently pipetting up and down 30 times. After the
addition of 5 ml Leibovitz L-15 medium, the cell solution was left
for 10 minutes to remove debris and 5 ml of the supernatant was
transferred into a new tube. After centrifugation at 300 g for
5 min, the supernatant was discarded and the remaining pellet was
resuspended in 1 ml Dulbecco`s modified Eagle`s medium (DMEM
with L-glutamine; Lonza, Basel, Switzerland) supplemented with
10% fetal calf serum (FCS) (PAA Laboratories), 100 U/ml
penicillin and 100 mg/ml streptomycin (Lonza). Cells were
cultured in polyethylenimine (PEI)-coated 6-well plates. To further
improve the yield of microglial cells, the cell media was
supplemented with 10 ng/ml GM-CSF (Roche, Basel, Switzer-
land) as previously described by Re et al. and Esen et al. [18,19].
Instead of the trypsinization protocol and the replating of
microglial cells described by Saura et al., we replated the cells
without a preceding trypsinization step. Then we followed the
protocol by Saura et al. and cells were cultured for 14 days until
experimental use [20]. Cells were replated onto PEI-coated 24-
well or 48-well plates in a density of 1–26105 cells per ml. Cells
obtained by this protocol were mainly microglia (.95%) as
quantified by CD11b staining using FACS analysis before
experimental use of the cells.
For neuronal cells, embryonic cortices were isolated and
prepared as described above. After centrifugation, cell pellets
were resuspended in Neurobasal-A Medium (Invitrogen, Grand
Island, NY, USA) supplemented with B27 (GIBCO, Basel,
Switzerland), 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin and
L-glutamine and plated in PEI-coated plates. Cells were used for
experiments on day 7 in vitro.
Peptides
Peptides were purchased by PSL - Peptide Specialty Labora-
tories (PSL, Heidelberg, Germany). These peptides included
PrP106-126 A117V with the sequence KTNMKHMAGAVAA-
GAVVGGLG as well as PrP106-126 A117V with an N-terminal
fluorescein isothiocyanate (FITC).
Purification of nAbs-PrP and ft-PrP
Antibody preparations were isolated from intravenous immu-
noglobulin (IVIg) as previously described [3]. Briefly, disposable
chromatography columns were packed with UltraLink Iodoacetyl
Gel (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). PrP106-126 A117V
was conjugated to the matrix according to manufacturer`s
instructions. IVIg (1:1 in PBS) was loaded on the columns
overnight at 4uC. Unbound fractions (IVIg depleted of nAbs-PrP,
termed flow-through (ft-PrP)) were passed through the columns
and collected. After several washes, bound IgG fractions were
released and collected by passing elution buffer (50 mM glycine at
pH 2.5) through the column. As was shown by Wei et al. (2012),
nAbs-PrP bind to the extreme N-terminus of PrP106-126 [3]. The
binding requires, at a minimum, residues KTNMK (PrP106-110),
with both lysine residues being critical for high-affinity antibody
binding. nAbs-PrP bound specifically to PrP106-126 A117V, as
was shown by immunoprecipitating PrP106-126 A117V from
homogenates of brains from transgenic mice expressing the human
sequences encompassing residues 106–126 [3].
Fibril Formation Assay
The formation of fibrils was quantified by the thioflavin T (ThT)
binding assay [21]. Peptides were dissolved in PBS with or without
antibodies at final concentrations of 150 mM peptide and 2.5 mM
antibody. After incubation for 48 hours at 37uC, samples were
added to 80 ml glycine buffer (50 mM, pH 9.2) and 10 ml ThT
(4 mM working concentration). Fluorescence was measured using a
Tecan Infinite M200 reader with excitation at 450 nm and
emission at 485 nm.
Cell Viability Assays
Peptides were prepared as described above. Microglial cells
were treated with a final peptide concentration of 10 mM for 24
hours in DMEM without FCS. Viability was measured either
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) reduction assay and/or by staining with fluorescein
diacetate/propidium iodide (FDA/PI). For the MTT assay, cells
were incubated for 1 hour at 37uC with serum-free medium
containing 0.5 mg/ml MTT. Cells were permeabilized with
dimethyl sulfoxide (DMSO) (AppliChem, Darmstadt, Germany)
for another 30 minutes, and absorbance was measured at 570 nm.
For FDA/PI staining, cells were incubated with FDA and PI at
final concentrations of 0.15 mg/ml and 0.02 mg/ml, respectively.
For the treatment of neuronal cells with the supernatant of
microglial cells, medium was removed, and the conditioned
medium from treated microglial cells was added. The MTT assay
was conducted after 24 hours. All measurements were performed
at least in duplicate.
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Quantification of IL-6, TNF-a and NO Release
Primary microglial cells were stimulated with peptide prepara-
tions (10 mM) and LPS (1 mg/ml; extracted from Escherichia coli,
Sigma). After 24 hours, the supernatant was collected, and IL-6
and TNF-a were quantified using the Duoset ELISA system
(R&D, Minneapolis, MN, USA). The production of NO was
measured by using the Griess reagent (1 mM sulfanilamide, 1 mM
naphthalenediamine dihydrochloride, 100 mM HCL), which
detects a degradation product, nitrite (NO2
2). Absorbance was
measured at 450 and 540 nm for the ELISA and Griess assay,
respectively.
Western Blot
Cell lysates were prepared according to the manufacturer’s
protocol using M-Per solution (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) supplemented with protease inhibitor. Total cell protein was
loaded onto 4–12% NuPage Bis-Tris gel (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) and electroblotted onto nitrocellulose membranes.
Following blocking with 16 Roti-block (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany), membranes were stained with POD-conjugated anti-
human IgG (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) (1/25000) or
anti-a-tubulin antibody (Sigma, St. Louis, MO, USA) (1/5000).
Binding was visualized by incubating membranes with Super
Signal West Dura Extended Duration working solution (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) followed by exposure to an
autoradiographic film (CL-Xposure Film, Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA).
PrP106-126 A117V Uptake Assay
Fibrillation was carried out as described above using 150 mM
FITC-labeled PrP106-126 A117V with or without 2.5 mM
antibodies (nAbs-PrP or ft-PrP). Primary microglial cells were
treated with PrP106-126 A117V-FITC for 3 hours at 37uC in
DMEM without FCS. For flow-cytometric analysis, cells were
harvested after several washes with ice-cold PBS. Cells were
washed with fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer (PBS
with 0.1% FCS) and probed with APC-conjugated CD11b
antibody (eBioscience, San Diego, CA, USA) for 20 minutes at
4uC and protected from the light. After washing cells with FACS
buffer, cells were stained with HOECHST 33258 (Sigma, St.
Louis, MO, USA) to detect dead cells. Measurements were carried
out with an LSR II flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA), and the analysis was performed using FlowJo
software (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). Only CD11b-
positive and Hoechst-negative cells were used for the evaluation of
PrP106-126 A117V-FITC uptake. PrP106-126 A117V uptake was
measured by the mean fluorescence intensity of the cells. The
uptake of antibodies was determined by Western blot.
Statistical Analysis
All results are presented as the mean 6 SD. To assess statistical
significance, we used Student’s t test. The following definitions
were used: p,0.05 (*), p,0.01 (**) and p,0.001 (***).
Results
nAbs-PrP Block Fibril Formation of PrP106-126 A117V
All experiments were carried out using PrP106-126 A117V in
its fibrillated form. For this purpose, the peptide was incubated
either alone or with nAbs-PrP or ft-PrP for 48 hours at 37uC.
Fibrillation was reduced by 70% when the peptide was incubated
with nAbs-PrP, whereas co-incubation of the peptide with
unspecific IgG (ft-PrP) did not reduce the fibril formation (Fig. 1).
The monoclonal anti-PrP antibody 3F4 also reduced PrP106-126
A117V fibril formation by 60% (data not shown).
Uptake of PrP106-126 A117V, nAbs-PrP and ft-PrP in
Primary Microglial Cells
Prion peptides are taken up by neurons, microglia and
astrocytes [13]. We found that microglial cells phagocytosed
FITC-labeled PrP106-126 A117V fibrils in a time-dependent
manner, with a maximum uptake after 6 hours when normalized
to untreated cells (Fig. 2A). This effect was energy-dependent and
was not due to unspecific binding of fibrils to the cells, as we
verified by control experiments carried out at 4uC (Fig. 2A).
Because we demonstrated that nAbs-PrP, as well as the
monoclonal anti-PrP antibody 3F4, prevented PrP106-126
A117V fibril formation, we next investigated the effect of
nAbs-PrP on the phagocytic ability of microglia. PrP106-126
A117V fibrillation was carried out in the presence or absence of
nAbs-PrP or 3F4, and cells were treated with those peptide
preparations for 3 hours. To be able to measure either a drop
or a rise in the uptake of PrP106-126 A117V when co-
incubated with nAbs-PrP, we chose this intermediate uptake
level for further experiments (compared with Fig. 2A). After
cells were treated with co-incubations of labeled prion peptide
and the monoclonal anti-PrP-antibody 3F4 or nAbs-PrP, a 10-
fold increase in prion peptide uptake was observed (Fig. 2B). To
rule out a non-specific antibody effect, we repeated the same
experiment with ft-PrP. ft-PrP did not significantly increase the
FITC-PrP106-126 A117V uptake of microglia compared to
nAbs-PrP (Fig. 2C). To investigate whether primary microglial
cells phagocytosed nAbs-PrP and ft-PrP, we performed Western
blot analysis with microglial cell lysates after 3 hour treatment
(Fig. 2D). Cells were either treated with antibodies alone (nAbs-
PrP or ft-PrP) or co-incubated with a combination of PrP106-
126 A117V and antibody (PrP106-126 A117V with nAbs-PrP
or ft-PrP). Microglial cells phagocytosed nAbs-PrP to a slightly
greater extent than ft-PrP. The co-administration of PrP106-126
A117V and nAbs-PrP led to a strong increase in nAbs-PrP
uptake, whereas the co-administration of PrP106-126 A117V
with ft-PrP led only to a slight increase of ft-PrP uptake.
Figure 1. nAbs-PrP block fibril formation of PrP106-126 A117V.
PrP106-126 A117V peptide (150 mM) was incubated with or without
nAbs-PrP and ft-PrP at a ratio of 1:60 at 37uC for 48 hours. The ThT Assay
was performed to measure fibril formation. Fibril formation of PrP106-
126 A117V was referred to as 100%. Experiments were performed at
least three times independently.
doi:10.1371/journal.pone.0067743.g001
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The Effect of PrP106-126 A117V on Viability and
Activation of Microglial Cells
To investigate the effect of prion peptide uptake on microglial
cells, we examined the viability of treated cells by applying two
different methods. To gain first insights into the reaction of
microglial cells following a treatment with PrP106-126 A117V
alone, with co-incubation of PrP106-126 A117V with antibodies
(nAbs-PrP or ft-PrP) or with antibodies alone (nAbs-PrP or ft-
PrP), we performed an MTT assay to measure mitochondrial
activity (Fig. 3A). We examined a 15–25% reduction of the
signals assessed by MTT assay following a treatment with
PrP106-126 A117V alone or with a combination of PrP106-126
A117V and antibodies (nAbs-PrP or ft-PrP) when compared
with control cells. Cells treated with nAbs-PrP or ft-PrP alone
did not exhibit any differences in the signal intensity assessed by
MTT assay compared to untreated cells. Amyloidogenic
peptides have been shown to bear the ability to enhance the
exocytosis of the reduced tetrazolium dye in cells [22].
Therefore, the use of MTT assay in combination with
amyloidogenic peptides has limitations. To investigate whether
the reduction in signal intensity examined by MTT assay
following the treatment with PrP106-126 A117V preparations
refer to a reduction of vitality of microglial cells, we additionally
performed FDA/PI staining. No reduction in vitality was
observed when counting living cells after the treatment with
PrP106-126 A117V alone or with a combination of PrP106-126
A117V and nAbs-PrP or ft-PrP. Instead, the cells seemed to
proliferate (Fig. 3B).
To investigate whether the treatment of microglial cells
resulted in cytokine or NO release, concentrations of interleu-
kin-6 (IL-6), tumor necrosis factor a (TNF-a) and NO were
examined in the supernatant of microglial cells (Fig. 3C, D). No
cytokine or NO release was observed (1 mg/ml LPS served as a
positive control). To examine whether microglial cells exhibited
detrimental function toward primary neuronal cells, we exposed
Figure 2. Uptake of prion fibrils, nAbs-PrP and ft-PrP in primary microglial cells. The uptake of PrP106-126 A117V fibrils (10 mM) was
measured after 0, 0.5, 1.5, 3, 6 and 24 hour treatment by flow-cytometric analysis. Control experiments were conducted at 4uC to verify that this
process was energy-dependent and not due to unspecific binding to the cells (A). To measure the antibody-mediated uptake of PrP106-126 A117V,
cells were treated with preparations from the co-incubation of prion peptides with monoclonal antibody 3F4 or nAbs-PrP (B) for 3 hours. Values are
normalized to untreated cells, and one representative experiment out of three is shown (A, B). (C) Uptake was measured following incubation of the
cells with PrP106-126 A117V, with or without nAbs-PrP or ft-PrP. Values are normalized to PrP106-126 A117V fibril-treated cells, and data from three
independent experiments are shown (C). Western blot analysis of antibody uptake in microglial cells was performed after treatment of the cells for 3
hours with nAbs-PrP, ft-PrP or the co-administration of PrP106-126 A117V and nAbs-PrP or ft-PrP (D). Membranes were probed with peroxidase-
conjugated anti-human IgG to detect antibody uptake. a-Vinculin was used as a loading control. One representative experiment out of three is
shown.
doi:10.1371/journal.pone.0067743.g002
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neurons to conditioned microglial supernatant. No change in
viability was observed (Fig. 3E).
Inhibition of PrP106-126 A117V Uptake by Specific
Blocker
To investigate the uptake mechanisms of microglia for PrP106-
126 A117V, different uptake blockers were employed. Specific
blockers were administered to the cells for 30 minutes (10 mM
Figure 3. Effect of PrP106-126 A117V on microglia. Following treatment for 24 hours with 10 mM PrP106-126 A117V with or without nAbs-PrP
or ft-PrP, the MTT assay was performed to measure the mitochondrial activity of microglial cells. Values are normalized to untreated cells (A). The
vitality of treated cells was verified by staining microglia with fluorescein diacetate/propidium iodide, and values are normalized to untreated cells (B).
Supernatants of the cells were subjected to cytokine ELISA (C) and Griess assay (D) with LPS (1 mg/ml) as the positive control. (E) Conditioned
supernatant of microglial cells was administered to primary neurons for 24 hours, and the MTT assay was performed. Values are normalized to
untreated cells. All experiments were performed at least three times independently.
doi:10.1371/journal.pone.0067743.g003
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cytochalasin D, 500 mg/ml fucoidan) or 60 minutes (10 mM
wortmannin) prior to the treatment with PrP106-126 A117V.
Cytochalasin D interferes with microfilament function and
inhibits the phagocytic activity of cells by depolymerizing actin
[23,24]. Pre-treatment of microglial cells with cytochalasin D
(10 mM) resulted in an almost complete inhibition of uptake of all
three PrP106-126 A117V preparations (PrP106-126 A117V alone
or with nAbs-PrP or ft-PrP) (Fig. 4A).
Wortmannin is a potent inhibitor of phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) [25] and inhibits actin-dependent endocytosis, fluid-
phase pinocytosis and phagocytosis [26]. Pre-treatment with
wortmannin moderately reduced phagocytosis to 60% with regard
to treatment with either PrP106-126 A117V fibrils or PrP106-126
A117V co-incubated with ft-PrP. It markedly reduced the uptake
of PrP106-126 A117V co-incubated with nAbs-PrP (down to 38%)
(Fig. 4B).
Fucoidan is an effective inhibitor of scavenger receptors A and
B, which have been previously shown to mediate the uptake of Ab
in its fibrillar state [27,28]. There was a marked inhibitory effect of
fucoidan on the uptake of PrP106-126 A117V fibrils (25% of
control), whereas uptake of PrP106-126 A117V co-incubated with
nAbs-PrP was only reduced to 40% of the control level (Fig. 4C).
Co-incubation with fucoidan and wortmannin did not further
reduce uptake of PrP106-126 A117V fibrils alone (30%) but
greatly reduced uptake of PrP106-126 A117V co-incubated with
nAbs-PrP or ft-PrP (16% or 27%, respectively) (Fig. 4D).
Wortmannin Inhibits the Uptake of nAbs-PrP and ft-PrP
In addition to investigating the effects of specific inhibitors on
the uptake of PrP106-126 A117V, we further examined the uptake
of nAbs-PrP and ft-PrP. The results presented above revealed that
the impact of the different phagocytosis blockers on the uptake of
PrP106-126 A117V varied depending on whether it was co-
incubated with nAbs-PrP or with ft-PrP (i.e., wortmannin blocked
the uptake of PrP106-126 A117V co-incubated with nAbs-PrP to a
greater extent than PrP106-126 A117V co-incubated with ft-PrP).
This experiment showed a general inhibitory effect of all three
blockers on the uptake of nAbs-PrP but not on the uptake of ft-PrP
when either one was co-administered with PrP106-126 A117V
(Fig. 5A). When nAbs-PrP or ft-PrP was administered without
PrP106-126 A117V, fucoidan and cytochalasin D had no
inhibitory effect on the uptake of the antibodies, whereas
Figure 4. Inhibition of PrP106-126 A117V uptake by specific blockers. Phagocytosis assay was performed following pre-treatment of
microglial cells with (A) cytochalasin D (10 mM, 30 minutes), (B) fucoidan (500 mg/ml, 30 minutes), (C) wortmannin (10 mM, 60 minutes) and (D) co-
incubation with fucoidan and wortmannin. All experiments were performed at least three times independently, and values are normalized to PrP106-
126 A117V fibril uptake.
doi:10.1371/journal.pone.0067743.g004
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wortmannin greatly reduced the uptake of nAbs-PrP or ft-PrP
(Fig. 5B).
Discussion
In prion disease, a profound activation of microglial cells in
regions with vacuolation, plaque formation and neuronal damage
exists [29]. The exact role of microglia, however, is still not fully
elucidated. In cell culture conditions, microglial cells aggregate
around fibrillar PrP106-126 [30]. Continuous PrP106-126 expo-
sure at high concentrations (e.g., 80 mM) induces cytokine
production and the release of NO by microglia in vitro [9,12].
Furthermore, PrP106-126 neurotoxicity in cell culture is induced
by and dependent on the presence of microglial cells [8]. These
results indicate that microglial cells have the potential to induce
neuronal cell death via an inflammatory response. However,
microglial cells have been considered to play a key role in prion
clearance [31]. Falsing et al. (2008) observed a 15-fold increase in
prion titers on organotypic cerebellar slices following ablation of
microglia [32]. Kranich et al. (2010) considered the secreted
ligand milk fat globule epidermal growth factor 8 (Mfge8) to be
part of this potential clearance function of microglial cells [33].
McHattie et al. (1999) observed an internalization of PrP106-126
by microglia, neurons and astrocytes [13]. They further showed
that this uptake is independent of PrPC expression, indicating that
microglial cells phagocytose prion peptides per se and that this
uptake is at least not mediated through the PrPC protein.
Our results support the assumption that microglial cells are
involved in prion clearance by phagocytosis of the prion protein.
We demonstrated that microglial cells phagocytosed the prion
peptide PrP106-126 A117V in its fibrillated form in a time-
dependent manner. We assume this uptake to be beneficial, as we
could not detect any release of either cytokines or NO in cultures
exposed to 10 mM PrP106-126 A117V. These findings contrast
with other studies demonstrating microglial activation following
Figure 5. Inhibition of uptake of nAbs-PrP and ft-PrP by specific blockers. Western blot analysis of antibody uptake in microglial cells was
performed following pre-treatment with cytochalasin D, fucoidan or wortmannin or the co-administration of fucoidan and wortmannin. Cells were
co-incubated with PrP106-126 A117V and nAbs-PrP or ft-PrP (A) or with nAbs-PrP or ft-PrP alone (B). One representative experiment out of three is
shown.
doi:10.1371/journal.pone.0067743.g005
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80 mM PrP exposure, which indicates that higher concentrations
of PrP106-126 A117V might be necessary to activate an
inflammatory response in microglia [34,35].
Prion peptides have a toxic effect on primary neuronal cells.
This toxic effect is prevented by the co-incubation of prion
peptides with naturally occurring autoantibodies against the prion
protein (nAbs-PrP) [3]. These results indicate a beneficial effect of
nAbs-PrP in terms of prion toxicity and raise hope for a possible
therapeutic strategy. Given the beneficial effect of IVIg in clinical
trials of Alzheimer’s disease patients [36], naturally occurring
antibodies have been considered a useful therapeutic agent for
neurodegenerative diseases [6,37]. In this paper, we demonstrated
that nAbs-PrP enhanced the uptake of prion peptides in primary
microglial cells. This effect was specific for nAbs-PrP, as we did not
see the same effect with ft-PrP. The increased uptake of prion
peptides did not result in an inflammatory response of microglial
cells. However, the uptake of PrP106-126 A117V seemed to result
in a drop in mitochondrial activity as assessed by MTT assay.
nAbs-PrP and ft-PrP applied alone did not elicit the same effect.
However, the use of MTT assay in combination with amyloido-
genic peptides has limitations because amyloidogenic peptides
bear the ability to enhance the exocytosis of the reduced
tetrazolium dye in cells [22]. We therefore applied a second
method to further examine the viability of microglial cells
following prion and antibody exposure. Interestingly, by staining
microglial cells with fluorescein diacetate/propidium iodide, we
detected an increase in cell count after exposing cells to PrP106-
126 A117V with or without antibodies. This result implies cell
proliferation rather than cell death. These findings are in line with
previous studies demonstrating an induced microglial proliferation
following PrP106-126 exposure [38].
We could not detect any effect on the viability of neuronal cells
following exposure to supernatants from microglia exposed to
PrP106-126 A117V and nAbs-PrP. Furthermore, the application
of nAbs-PrP and ft-PrP alone did not induce any inflammatory
response or toxic effects on microglia or neurons. This finding
reveals an important feature when considering IVIg and/or nAbs-
PrP as possible treatment options. Because our data represent an
in vitro model only, it further needs to be verified whether nAbs-
PrP also influence microglia in vivo. There is evidence from
immunotherapy studies that peripherally applied antibodies are
able to pass the intact blood–brain barrier [39,40,41]. We have
shown that 111In-labelled naturally occurring autoantibodies
against Ab cross the blood–brain barrier in the APP23 transgenic
mouse model of Alzheimer’s disease [42]. From these data, it can
be concluded that a certain amount of peripherally administered
nAbs-Ab are able to cross the blood–brain barrier. Therefore, we
hypothesize that nAbs-PrP can as well because these are quite
similar to nAbs-Ab. In our experiments, we used microglia of
mouse origin. Experiments by Fabrizi et al. (2001) revealed a
similar behavior of human microglial cells following PrP exposure
compared to the murine microglial cells used by Brown et al.
(1996) [34,38]. We therefore hypothesize that the comparability of
cells from different species also applies for the application of nAbs-
PrP. However, further experiments are necessary to address the
differences between microglial cells from different origin.
The effects of nAbs-Ab on the phagocytosis of Ab and the
viability of microglial cells have been analyzed in a recent
communication by our group [43]. In contrast to our experiments
with nAbs-PrP, Gold et al. (2013) found a profound inflammatory
response following the in vitro treatment of microglia with co-
administration of oligomerized Ab and nAbs-Ab. With respect to
the inflammatory reactions observed in response to challenge with
different types of oligomers, microglial cells may react in a variety
of ways [44]. The impact of nAbs-PrP or nAbs-Ab on those
processes and the underlying signaling pathways are not yet fully
understood. However, in treatment with nAbs-PrP or nAbs-Ab
alone, we did not observe any change in cytokine production,
whereas Gold et al. (2013) detected a slight increase in cytokine
concentrations. This discrepancy might have been caused by the
different types of antibodies used (i.e., nAbs-PrP or nAbs-Ab).
Because IVIg itself induces an inflammatory response in microglial
cells [45], it seems reasonable that the different antibody
preparations isolated from IVIg might induce a variety of
responses in microglia. Moreover, the in vivo experiments by Gold
et al. (2013) did not demonstrate any inflammatory reaction
following the administration of nAbs-Ab in Tg2576 mice. These
results indicate the need for additional in vivo studies to further
evaluate the action of nAbs-PrP on inflammatory reactions in vivo.
Our results suggest that nAbs-PrP contribute to the clearance
function of microglial cells without leading to an inflammatory
response, thus triggering neuronal loss. In our study, we applied
10 mM PrP106-126 A117V, compared to 80 mM PrP in other
studies. Our findings indicate that microglia might only be
deleteriously activated by excessive prion accumulation, but low
concentrations might not lead to an activation that causes cell
damage. It may be concluded that nAbs-PrP are important for
prion clearance and have no detrimental side effects. However,
our results were obtained using PrP106-126 A117V peptides only.
It still needs to be verified if the same results can be achieved by
using full-length PrP. Preliminary experiments revealed highly
specific binding of nAbs-PrP to human recombinant PrP23-231
(data not shown). Wei et al. (2012) further demonstrated nAbs-PrP
to successfully immunoprecipitate PrP (A117V) from PrP (A117V)
transgenic mice [3]. These results provide evidence for a similar
mode of interaction of nAbs-PrP with other PrP peptides. Another
limitation, however, is that our studies were performed with single
cell culture systems only. Further studies with co-culture systems
are needed to characterize these effects in an interactive
environment.
To date, not much is known about the underlying mechanisms
of prion uptake in microglia. Filamentous actin is required for
phagocytosis in general. Cytochalasin D is an inhibitor of actin
depolymerization and inhibits scavenger-, complement- and Fcc
receptor-mediated phagocytosis [46,47]. We demonstrate here
that the uptake of prion peptide was almost completely prevented
when incubating the cells with cytochalasin D, indicating one of
these mechanisms underlies prion peptide uptake. The scavenger
receptors are essential for the uptake of Ab in its fibrillated state
[27,28]. Therefore, we further investigated the role of scavenger
receptors and found that they were also involved in the uptake of
PrP106-126 A117V fibrils. However, uptake of co-preparations of
PrP106-126 A117V and nAbs-PrP or ft-PrP did not seem to be
mediated through this pathway, as those were not affected as
much by fucoidan as PrP106-126 A117V alone was. In co-
preparations of PrP106-126 A117V with nAbs-PrP, wortmannin
effectively inhibited its microglial uptake. Wortmannin is a specific
PI-3K inhibitor that prevents pseudopod extension of the cells
during phagocytic processes. Especially for Fc receptor-mediated
phagocytosis, pseudopod extension (and PI-3K activity) is impor-
tant for the engulfment of particles [48]. In the present study we
used microglial cells of murine origin and human IgG. Human
Fcc receptor and murine Fcc receptor share 65–75% identity in
their extracellular domains, and human Fcc receptor can bind
murine IgG [49]. So far, it is not known whether the murine Fcc
receptor can bind to human IgG. Recently, Smith et al. (2012)
introduced a mouse model in which murine Fcc receptors have
been replaced by human Fcc receptors [50]. It might be worth
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testing nAbs-PrP on microglia from this mouse to exclude the
possible impact of species differences on the interaction of
immunoglobulin and Fc receptor. However, PI-3K activity is also
involved in complement receptor-mediated phagocytosis, even if
this process occurs rather passively with the appearance of only
small pseudopodia [51]. Comparison of the phagocytic charac-
teristics after fucoidan treatment alone, in contrast to fucoidan/
wortmannin co-treatment, revealed that additional wortmannin
mainly affected the uptake of PrP106-126 A117V co-administered
with nAbs-PrP. This finding was supported by further experiments
that investigated the effects of cytochalasin D, fucoidan and
wortmannin on the uptake of nAbs-PrP and ft-PrP. We found that
only wortmannin pre-treatment of microglial cells resulted in a
markedly reduced uptake of nAbs-PrP and ft-PrP. These findings
indicate that the uptake of nAbs-PrP or ft-PrP alone is mainly
achieved through PI-3K-mediated phagocytosis. Because our data
show that the uptake of PrP106-126 A117V fibrils is at least partly
scavenger receptor-mediated but phagocytosis of nAbs-PrP and ft-
PrP occurs mainly through PI-3K mediated pathways, we
conclude that there are at least two different mechanisms involved
in the uptake of PrP106-126 A117V and nAbs-PrP. However, the
mechanism that is mainly responsible for prion uptake and
whether nAbs-PrP merely support the uptake or give rise to a
completely new mechanism of prion uptake needs to be further
elucidated.
In summary, microglial cells are activated during prion disease
and thus contribute to neurodegeneration. In contrast, these cells
function in the clearance of prion proteins, and insufficient prion
clearance is a possible cause of severe prion accumulation [52]. In
infected mice, prion accumulation occurs in large plaques. In our
experiments, comparably lower concentrations were applied. One
possibility is that microglial clearance of prion proteins is only
functional under low concentrations and/or lower aggregates of
prion protein. The presence of larger aggregates therefore disrupts
this ability. From our experiments, it seems reasonable to
administer nAbs-PrP to help microglial cells to clear the
extracellular space at the very beginning of prion accumulation.
Our data also show that this clearance mechanism takes place
without any inflammatory response and by avoiding neuronal cell
death. Given the beneficial effects and few adverse side effects of
IVIg administration in clinical studies, nAbs-PrP might be a target
for therapeutic aspects of prion diseases. However, we must
emphasize that our data are from an in vitro model. Therefore,
further work using animal models is required to determine
whether these results also apply to the in vivo situation.
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